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RESUMEN 
Los genes home6ticos codifican para reguladores transcripcionales 
involucrados en la formaci6n de patrones y las decisiones de destino celular durante 
la embriogenesis. Recientemente, ha despertado gran interes la funci6n de dichos 
genes en tejidos adultos en continuo desarrollo asi como tambien en procesos 
tumorigenicos. La mayor parte del crecimiento y morfogenesis de la glindula 
mamaria ocurre durante la vida subadulta y adulta del animal y ciertos estadios de la 
glandula postnatal presentan caracteristicas de tip0 embrionarias. Regulation de 
fomaci6n de patrones, diferenciaci6n celular e interacciones epitelio-estroma tienen 
lugar una vez finalizada la embriogenesis y reocurren durante cada ciclo de preiiez, 
ladancia e involuci6n. Debido a que la matriz extracelular influencia el desarrollo 
funcional y morfogenbtico de la glandula mamaria, investigamos si las seiiales 
provenientes de dicha matriz podrian estar involucradas en la expresi6n y regulaci6n 
de genes home6ticos. Mediante una estrategia basada en reacciones en cadena de 
polimerasa, identificamos la expresi6n de 5 genes home6ticos pertenecientes a dos 
"clusters" del complejo Hox, en cblulas mamarias murinas en cultivo. Un gen de cada 
uno de estos "clusters", Horn-I y Hoxb-7, fue elegido para una caracterizacidn mas 
profunda. Encontramos que Hoxb-7 se expresa tanto en cultivo como in sib, donde su 
expresi6n es regulada a lo largo del desarrollo glandular y se localiza en el epitelio 
mamario. Horn-1 no se expresa en ningtin estadio del desarrollo de la glhdula 
murina normal per0 si se expresa en algunos tumores mamarios y en celulas 
mamarias funaonales, no malignas, crultivadas sobre pliistico de cultivo. La expresi6n 
de ambos genes es reprimida cuando las cklulas son cultivadas sobre una membrana 
basal reconstituida. Mientras que la regulaci6n negativa de Hoxb-7 requiere 
estrictamente la presencia de membrana basal y cierta conformaci6n celular, la de 
Horn-I se logra mediante el cultivo de las celulas sobre un sustrato inerte 
antiadhesivo que permite una reorganizacidn del citoesqueleto y concomitantemente 
cambios de morfologia celular. En celulas tumorales, la expresi6n de Hoxb-7 es 
prActicamente indetectable y la expresi6n de Horn-I no es regulada por ninguno de 
estos fadores microambientales. 
ABSTRACT 
Homeobox-containing genes encode transcriptional regulators involved in cell 
fate and pattern formation during embryogenesis. Recently, their role in 
continuously developing adult tissues as well as in tumorigenesis has also become a 
subject of interest. The mammary gland undergoes most of its growth and 
morphogenesis in the subadult and adult animal and certain stages of the postnatal 
gland exhibit embryonic-like features. Regulation of pattern formation, cell 
differentiation and epithelial-stromal interactions take place after completion of 
embryogenesis and reoccur during each cycle of pregnancy, lactation and involution. 
Because the extracellular matrix is known to influence both functional and 
morphological development of the mammary gland, we asked whether the 
extracellular matrix signaling could be involved in the expression of homeobox 
genes. Using a polymerase chain reaction based-strategy, five members of two Hox 
gene clusters were shown to be expressed in cultured mouse mammary cells. One 
gene from each cluster, Hoxa-1 and Hoxb-7, was chosen for further analysis. We found 
that Hoxb-7 is expressed both in culture and in sihr, where it is developmentally 
regulated and localized to the mammary epithelium. Horn-1 is not expressed at any 
stage of the normal mammary gland but was shown to be expressed in some 
mammary tumors as well as in non-malignant and functional mammary cells on 
tissue culture plastic. The expression of both genes was suppressed when cells were 
cultured on a reconstituted basement membrane. Whereas Hoxb-7 strictly required 
the basement membrane and a certain cellular conformation for suppression, Hoxa-1 
down-regulation could be mimicked by culturing the cells on an inert substratum 
(polyHEMA) that allows reorganization of actin cytoskeleton and thus changes in cell 
shape. In malignant cells the expression of Hoxb-7 was practically undetectable and 
Hoxa-1 expression was not responsive to any of these microenvironmental regulators. 


epiteliales. A lo largo de 10s ductos, las c6lulas epiteliales ductales estan en contact0 
continuo con c6lulas rnioepiteliales y por lo tanto separadas de la membrana basal la 
cual es produdda por el mioepitelio y el estroma aledaiio (Williams y Daniel, 1983). 
FIGURA 1. Brote terminal de un ducto mamario murino. 
Esquema hecho a partir de observaciones al microscopio 6ptico y electrbnico. 
Los adipocitos (a) se encuentran adyacentes a las celulas "cap" (cp) en el 
extremo del ducto. Fibrocitos (f) componen la tljnica de tejido conectivo 
alrededor de la regi6n del cuello. La 16mina basal (bl) se representa cortada para 
exponer la celulas "cap" subyacentes. Las celulas "cap" son cuboidales per0 se 
vuelven progresivamente achatadas hacia la region central del brote terminal, se 
diferencian en celulas mioepiteliales (mc) y se encuentran continuas a ellas en la 
regidn del cuello. La Idmina basal que recubre a las celulas mioepiteliales en la 
region media es 14 veces mas gruesa que la que recubre el extremo. Se observan 
mitosis en celulas "cap" y celulas del cuerpo ("body cells", bd). 
(Reproducido de Williams y DanieLl983). 
Con la preiiez, comienza la formaci6n de estructuras lobuloalveolillares 
responsables de la producci6n y secreci6n de leche. Este proceso de crecirniento y 
diferenciacibn culmina a1 momento de la lactancia. La citodiferenciacidn estsi 
caracterizada por la ubicaci6n basal de 10s nucleos, localizacidn apical del aparato de 
Golgi, presencia de vesiculas secretorias y micelas grasas, asi como tambikn 
microvellosidades bien desarrolladas en la superficie apical. El mioepitelio es 
discontinue a lo largo de 10s pequefios ductos y forma una estructura semejante a una 
canasta alrededor de 10s 16bulos y alvkolos. De esta manera las cklulas epiteliales 
secretoras se apoyan directamente sobre la l e a  basal, la cual en este caso es 
producida por el epitelio alveolar (Williams y Daniel, 1983). 
Muy prontamente luego del parto, el epitelio forma uniones estrechas apicales que 
sellan el lumen glandular del espacio extracelular para facilitar el transporte de fluido 
y estimular la secreci6n de proteinas de la leche. Las proteinas de la leche son 
secretadas hacia el lumen alveolar que se continua con el sistema de ramificaciones 
dudales. Secrecidn polarizada y compartimentalizaci6n de proteinas de la leche son 
caracteristicas esenciales de la glgndula mamaria lactante. Durante la lactancia, las 
celulas mioepiteliales se contraen en respuesta a oxitocina forzando a 10s alvkolos a 
liberar leche hacia 10s ductos. 
La involuci6n de la glandula ocurre rgpidamente a partir del destete. El 
proceso se caraderiza por la destrucci6n de la membrana basal, mediada por la 
adividad de metaloproteinasas endbgenas, la remodelaci6n de la matriz extracelular, 
la regulaci6n negativa de la expresi6n gknica caraderistica de cklulas epiteliales 
diferenciadas y la pkrdida de la integridad epitelial. Los alvkolos se colapsan 
fonnando condensaciones de cklulas epiteliales rodeadas por adipocitos. Una muerte 
celular programada (apoptosis) masiva elimina la mayor parte de las celulas 
epiteliales alveolares y la glhdula retorna al estado de reposo, no-funcional, 
repoblsindose de celulas estromales. A1 comienzo de la involuci6n, la laminina y el 
coltigeno tip0 IV son degradados mientras que la tenascina es en cambio depositada 
en la matriz extracelular. Un balance precis0 entre las proteinasas que degradan 
componentes de la matriz extracelular y 10s inhibidores de dichas proteinasas es 
indispensable para el desarrollo normal de la glandula mamaria (Talhouk 1992). 
FIGURA 2. (pagina siguiente) 
Gldndulas enteras ("whole mounts") (a-c) y cortes histolcjgicos (d-g) correspondientes a 10s 
distintos estadios de desarrollo post-natal de la gbndula mamaria murina. 
(a) Gbndula mamaria de ratdn hembra de 3 semanas de edad. Antes de la pubertad, 10s 
brotes terminales son pequetios y las ramificaciones ductales son escasas. (1 1 X )  
(b) Glandula mamaria de ratdn hembra de 5 semanas de edad. N6tense 10s brotes 
terminales engrosados (flecha) en el extremo de los ductos en crecimiento, el grado de 
crecimiento y el aumento de las ramificaciones. (1 1X) 
(c) Gbndula mamaria de hembra preriada. Se puede observar un gran nlimero de celulas 
alveolares las cuales son el resultado de la proliferecidn y diferenciaci6n del porenquima 
mamario durante la preiiez. ( 9 8  
(d) Corte longitudinal de un brote terminal de glandula de ratcin hembra de 5 semanas de 
edad mostrando una capo interna de celulas epiteliales y una capo externa de celulas 
"cap"(flecha). (1 00X) 
(e) Corte de un ducto de glandula de rat6n hembra de 5 semanas de edad. El ducto esta 
delineado por una Onica capo de celulas epiteliales luminales mds una capo discontinua de 
celulas mioepiteliales. La sombra oscura en la base de las celulas (flecha) es queratina 
visualizada mediante tincidn inmunohistoquimica. (1 1 OX) 
(9 Code de un 16bulo de g16ndula mamaria de rat6n hembra en la mitad de la pretiez. 
Ndtese la presencia de mliltiples alv6olos organizados formando un 16bulo. (1 1 OX) 
(g) Corte de gbndula mamaria durante el period0 de lactancia. El estroma se encuentra 
completamente ocupado por alvi\olos, 10s cuales sintetizan y secretan componentes de la 
leche hacia el lumen. Ndtese la aparente ausencia de adipocitos. (1 1 OX) 

Figura 3. 
Desanollo de la glandula mamaria murina a travb de 10s estadios de hembra virgen 
(V); preriada (P); lactante (1) y en involuci6n (I). 
Cortes transversals tefiidas con hematoxilina-eosina. La gldndula de hembra virgen 
consiste principalemtne de un arbol ductal (D) inmerso en un estroma compuesto por 
celulas grasas ("fat cells"; f) . Durante la preriez, la brotacion de 10s alveolos (flechas) es 
lo mas prominente y gradualmente reemplaza al tejido adiposo. Durante la lactancia. 
estructuras alveolares (a) ocupan la totalidad de la glandula. Cuando la glandula 
involuciona la morfologia se vuelve similar a aquella observada en la glandula de rat6n 
hembra virgen; 
& Presencia de ARNm de p-caseina en muestras de ARN total de gldndulas mamarias 
en 10s estadios mencionados anteriormente, analizadas mediante ensayos de Northern 
blot. Se observa que la expresi6n comienza a detectarse durante la preiiez, se hace 
maxima en la lactancia y luego disminuye mientras la glandula involuciona. 
(Reproducido de Howlett y Bissell, 1990) 
I.lb - Rol de la matriz extracelular en el desarrollo de la gl5ndula mamaria 
Con el prop6sito de estudiar mas profundamente el papel que desempefia la 
membrana basal durante el desarrollo de la glandula in vivo, ratones transgenicos que 
expresan una isoforma autoactivable de la metaloproteinasa de matriz extracelular 
estromalisina-1 ("stromelysin-I", SL-I) fueron generados en el laboratorio de la Dra. 
Bissell (Sympson et al., 1994). La expresi6n del transgen se encuentra regulada por el 
promotor del gen de la proteina acida del suero ("whey acidic protein", WAP), un 
promotor especifico del epitelio mamario murino. Las glandulas marnarias de estos 
animales transgenicos presentan un desarrollo alveolar prematuro, no s61o 
morfol6gica sino tambien funcionalmente, ya que las glhdulas de hembras 
transgenicas virgenes maduras (70 dias de edad) sintetizan niveles de fJ-caseina 
semejantes a aquellos observados en hembras nonnales (no transgenicas) de 9-12 dias 
de preiiez. A medida que las hembras transgenicas transitan por estadios de preiiez, 
muchos de 10s alveolos epiteliales se colapsan. Este fen6meno morfol6gico es 
acompaiiado por una disminucidn de la expresi6n de proteinas de la leche y 
apoptosis de c6lulas epiteliales caracteristica de 10s estadios de involucibn. Atin se 
desconoce el mecanismo por el cual la expresi6n inapropiada de SL-1 conduce a la 
hiperproliferaci6n, hiperramificaci6n de ductos y diferenciacidn prematura, per0 es 
posible especular que la acci6n proteolitica de esta enzima podria: a) generar o activar 
al@ factor estimulador del crecimiento, b) destruir un factor inhibitorio o c) liberar 
factores de crecimiento que normalmente se encuentran secuestrados por la 
membrana basal (Sympson et al., 1994). Aun mAs sorprendente es el hecho de que 
estos animales transgbnicos presentan una alta incidencia de tumores mamarios 
(Sympson et al., 1995). 
I.lc - Caraderisticas embrionarias de la glandula mamaria post-natal 
Si bien el desarrollo morfogenetico de la glandula mamaria ocurre en la vida 
post-natal, este se asemeja en muchos aspectos a1 desarrollo embrionario: 1) durante 
la pubertad el crecimiento es rdpido e invasivo, siendo muy similar a1 que ocurre 
durante el desarrollo de otras estructuras embrionarias rarnificadas como pulrnones. 
glandula salival y riiiones; 2) el desarrollo de la glandula mamaria durante la vida 
adulta esta determinado por influencias estromales. Esto fue demostrado mediante el 
transplante de mesenquima salival embrionario en glandula mamaria adulta que 
result6 en el desarrollo del epitelio mamario con fenotipo de epitelio salivar 
(SakakuraJ976; Sakakura, 1982). Es importante destacar que s61o en estadios 
juveniles, el epitelio mamario es capaz de responder a mesenquirna embrionario de 
diverso origen ya que la preiiez restringe esta plasticidad de respuesta; 3) 10s cambios 
moleculares y estructurales de la lamina basal y matriz extracelular que acompaiian 
la formaci6n de 10s ductos son de naturaleza embrionaria (Bernfield y Bane jee, 1982; 
Bernfield et al., 1984) 
El epitelio mamario retiene cierto potencial embrionario a lo largo de 10s ciclos 
de crecimiento, diferenciaci6n morfol6gica y funcional e involuci6n. Esto se 
demuestra por la capacidad de un ducto que ha atravesado ya un period0 de 
crecimiento y se encuentra en estado de reposo de reiniciar un proceso morfogenetico 
cuando se lo implanta en un estroma mamario libre de epitelio. (Faulkins y DeOme, 
1958; DeOme et al., 1959). 
1.2 - CELULAS MAMARIAS MURINAS EN CULTIVO 
I.2a - Disefio de modelos de cultivo 
Cuando celulas epiteliales mamarias, que se encuentran expresando proteinas 
de la leche, son removidas de glindulas de animales en estadios intermedios o 
tardios de preiiez y puestas en placas convencionales de cultivo de tejidos, pierden su 
capacidad de lactar (Emerman 1977; Lee 1984). Esto ocurre tan pronto como las 
celulas se adhieren y esparcen sobre la superficie de la placa formando una 
monocapa. Las c6lulas mantienen algunas caracteristicas epiteliales tales como la 
expresion de proteinas de uniones adherentes, desmosomas y queratinas (Streuli 
1994) y sintetizan receptores funcionales para prolactina (Ashkenaz y Bissell, 
comunicaci6n personal). Sin embargo no sintetizan proteinas de la leche en respuesta 
a hormonas lactog6nicas (hidrocortisona y prolactina). 
Diversos microambientes de cultivo han sido desarrollados con el objeto de 
mantener las expresi6n de funciones diferenciadas de celulas mamarias epiteliales. En 
todos 10s casos el componente clave es la membrana basal. El primer modelo 
desarrollado fue el gel de coligeno (Emerman et al., 1977). Se pudo observar que 
geles de colegeno tip0 I de cola de rata proveen un excelente sustrato para celulas 
epiteliales mamarias, a pesar de que al igual que con placas plisticas de cultivo, las 
celulas necesitan la presencia de suero para adherirse y esparcirse. Sobre geles de 
coligeno I las c6lulas forman una monocapa incapaz de diferenciarse en respuesta a 
hormonas ladog4nicas incluso luego de varios dias en ausencia de suero. Sin 
embargo, una simple manipulacidn del microambiente consistente en la "flotacidn" 
del gel por medios mecinicos (ruptura del contact0 del gel con la placa de cultivo), 
hace que las celulas contraigan el gel y formen una monocapa completamente 
polarizada la cual deposita su propia membrana basal. Concomitantemente con la 
necesarias para la diferenciacidn morfol6gica y funcional de celulas mamarias que se 
encuentran ausentes en 10s sistemas de cultivo convencionales. Haciendo una 
formation de membrana basal se induce la sintesis de proteinas de la leche. 
Ahalmente sabemos que es esta membrana basal endogena, la responsable de la 
induccidn de la sintesis de proteinas de la leche (Streuli y Bissell1990; Streuli et a1 
1991,1995). 
Un avance aun mayor en el desarrollo de un modelo de cultivo que permitiese 
el mantenimiento de un fenotipo lactante surgid con la introduccion de la matriz de 
EHS (Li et a1 1987). Esta consiste en una membrana basal reconstituida, aislada de 
tumores Engelbreth-Holm-Swann (Kleinman 1986) que al ser utilizada en forrna de 
gel es un sustrato perrnisivo para la diferenciacion morfoldgica y funcional de celulas 
mamarias. Alv~olos epiteliales aislados de gliindulas mamarias de ratones hembra 
preiiadas mantienen su morfologia alveolar cuando son plaqueados sobre este tip0 de 
matriz extracelular. Cklulas tripsinizadas de monocapas formadas sobre pldstico de 
cultivo, a1 ser plaqueadas sobre esta matriz forman agregados multicelulares y sufren 
una irnportamte morfogenesis dando origen a estructuras alveolares formadas por 
una ihica capa de cblulas epiteliales polarizadas con un lumen central hacia el cual 
son secretadas proteinas de la leche (Streuli y Bissell, 1991). Estas estructuras 
tridimensionales diferenciadas en cultivo son muy similares a 10s alvColos 
observables in vivo (Aggeler et al., 1991). Micelas conteniendo caseina y vacuolas 
grasas son secretadas vectorialmente hacia el lumen, mientras que otras proteinas de 
la leche tales como transferrina son secretadas hacia ambos compartimentos, luminal 
y basal (Barcellos-Hoff et a1.,1989; Aggeler et al., 1991). 
Estos modelos de cultivo indican que la membrana basal provee las seiiales 
necesarias para la diferenciaadn morfoldgica y funcional de celulas mamarias que se 
encuentran ausentes en 10s sistemas de cultivo convencionales. Haciendo una 
analogia con las interacciones epitelio-mesenquirna que ocurren in vim, se podria 
especular que la membrana basal seria la superficie del componente mesenquimiitico 
sobre la cual el tejido "respondedor" puede reorganizarse. Esta analogia, obviamente, 
no involucra interacciones c6lula-celula. La MEC sola tal vez sea capaz de iniciar una 
respuesta organizational del epitelio pero, in vivo, 6ste luego va a modular el futuro 
comportamiento del tejido mesenquimiitico y asi sucesivamente. 
plastico 




Representaci6n esquematica de 10s distintos modelos de cultivo 
A Micrografias de transmisi6n mostrando la organizacidn de alveolos mamarios in vivo (1 -2) y 
en cultivo en presencia de una membrana basal reconstituida o matriz EHS (3-4). 
(1 -3) Se muestra formaci6n del lumen alveolar (L) tanto en gldndula mamaria de raten hembra 
lactante (1) como en cultivo de celulas mamarias murinas (3). ' 
(2-4) (mayor magnific.aci6n) Se observa el alto grado de polarizaci6n alcanzado por las celulas 
epiteliales mamarias tanto in vivo (2) como en kultivo (4). Se distingue la localizacidn basal de 
10s nljcleos (N) y las micellas conteniendo proteinas de la leche (flechas) secretadas 
apicalmente. (reproducido de Stoker et al., 1990). 
B. Expresi6n de p-caseina en cultivos primarios de celulas epiteliales mamarias. Las celulas 
fueron cultivadas durante 6 &as sobre una matriz EHS en presencia de hormonas lactogenicas 
y luego teiiidas por inmunofluorescencia indirecta con un primer anticuerpo anti 0-caseina y un 
segundo anticuerpo acoplado a rodamina (rojo). Los nljcleos celulares fueron teriidos 
simultaneamente con colorante de DAPl (azul). Se observan estructuras de tipo alveolar 
formadas por una linica capa ce celulas encenando un lumen hacia donde es secretada la p- 
caseina. (fotografia: Dr. Charles Streuli, Lawrence Berkeley National Laboratory). 
I.2b -Jerarquia de seiiales dependientes de la matriz extracelular y regulaci6n de la 
expresi6n g6nica tejido-especifica 
expresion de 










modfficada de Robkelley et al., 1995. 
Tal como se representa en la figura 6, es posible definir m a  "jerarquk de 
aca6nW de la membrana basal sobre las cClulas epiteliales mamarias. 
Un primer nivel de aca6n de la matriz extracelular es aquel puramente 
relaaonado con la "arquitedura celular". En contact0 con m a  matriz extracelular de 
tip0 membrana basal, las celulas pasan de una morfologia plana achatada a una 
conformaci6n redondeada. Conjuntamente con este cambio morfol6gico se produce 
una reorganizaa6n del citoesqueleto y cesa la proliferaadn celular. Esta condici6n es 
necesaria y sufiaente para la inducci6n de la expresidn de una de las proteinas de la 
leche: la ladoferrina (Close y Bissell, comunicaci6n personal). Distintas evidencias 
experimentales permitieron concluir que a este nivel, el efecto de la matriz 
extracelular es puramente mechico y no requiere la presencia de ningiLn 
componente espedico de dicha matriz. 
Un segundo nivel en esta jerarquia de sefiales tiene lugar cuando las cClulas no 
s61o adoptan una morfologia redondeada, sino que ademzis interaccionan con la 
laminina presente en la matriz extracelular, lo cud desencadena la induccidn de la 
expresidn de otra proteha de la leche: la $-caseha. Este nivel requiere la presencia de 
integrinas $1 y a6 funcionales (Muschler, Roskelley y Bissell, comunicaadn personal) 
y de prolactina; y es, por otra parte, independiente de interacciones celulares asi 
como tambiCn de la polaridad celular, ya que ocurre en celulas individuales 
redondeadas y no polarizadas, inmersas en un gel de membrana basal (matriz EHS) 
(Streuli et al., 1991; Roskelley et al., 1994) . 
Un tercer nivel de accidn es aquel que se induce al plaquear las cblulas sobre 
un gel de membrana basal, condicidn que como se menciond anteriormente 
promueve un fen6meno morfogenetico multicelular. Esta morfogbnesis es 
indispensable para la inducci6n de la sintesis de una tercera proteha de la leche: 
WAP, proteina espeaalmente abundante en leche de roedores (Lin et al, 1995). 
Finalmente, esta jerarquia de sefiales puede ser desmantelada mediante la 
destrucd6n de la membrana basal, por ejemplo a travbs de la sobreexpresi6n de SL-1, 
una metaloproteasa de matriz extracelular. SimultAneamente, se observa la 
regulaa6n positiva de la proteina ICE (enzima convertidora de interleuquina) lo cud 
conduce a la muerte celular programada (Boudreau et al. 1995,1996). Por otra parte, 
el agregado de tenascina a celulas epiteliales mamarias diferenaadas en cultivo 
inhibe la expresidn de f3-caseina y desencadena la apoptosis (Jones et al. 1995; 
Boudreau et a1 1996). 
Todo esto permite reconocer el papel fundamental que tiene el microambiente 
en la regulaa6n de las funciones tejido-especificas. Actualmente sabemos que las 
celulas transducen seiiales no s61o de hormonas y fadores de crecimiento sino 
tambibn de otras celulas y de la matriz extracelular. Estas interacciones dinhicas y 
reapocras, establecen una jerarquia cuyo resultado final es la generaah y 
perpetuaa6n de un determinado tejido. 
1.3 - GENES HOMEOTICOS 
Los genes home6ticos constituyen una amplia familia gknica y son en su 
mayoria responsables del establecimiento del plan corporal ya que determinan el 
destino celular y la formaci6n de patrones durante el desarrollo embrionario. 
Las proteinas codificadas por 10s genes home6ticos presentan localizaa6n 
nuclear y son capaces de interacaonar con el ADN mediante un dominio 
caraderistico y altamente conservado denominado "homeodominio". El 
homeodominio consta de 61 aminoiados, codificado por una secuenaa de 183 pb 
conoada como "homeobox" y su estruchua terciaria presenta 3 alfa helices, dos de las 
males se organizan formando un motivo de "helix-turn-helix" similar al observado 
en otras proteinas regulatorias ya descriptas en procariotas como por ejemplo el 
represor del fago lambda. De esta manera, 10s productos de 10s genes homedticos 
funcionan como factores de transcripcidn regulando la expresidn de otros genes 
"blanco" (McGinnis et al.,1984a-b; Scott y Weiner, 1984). 
FIGURA 7. 
El esquema muestra un homeodominio interactuando 
con su sitio especifico de unidn en el ADN. 
(A) El homeodominio esta plegado en tres alfa helices que interaccionan 
en tre s i  mediante unions hidrofdbicas. 
(B) La regidn conteniendo la helice 2 y 3 se asemeja a un motivo 
de tipo "helix-turn-helix", con la helice de reconocimiento (roja) 
en contact0 con el surco mayor. 
(Reproducido de Alberts et al., 1994) 
Como muchos fadores de transcripa611, las proteinas codificadas por 10s genes 
home6ticos controlan una gran variedad de deasiones celulares. Lo que 10s toma 
muy partidares es su hna6n  a nivel multicelular, es dedr su habilidad para aduar 
en forma conjunta transformando una poblaa6n celular en una sene de patrones 
~I&os. Las mismas proteinas pueden generar patrones completamente diferentes 
cuando se expresan en diferentes especies o induso a diferentes tiempos o en 
diferentes regiones de un mismo organismo. En Drosophila, por ejemplo, 10s genes 
home6ticos detenninan la formaa6n tanto de alas como de antenas. En vertebrados, 
estos genes diversifican las vertebras a lo largo del eje central del cuerpo y a su vez 
influenaan la formaa6n de digitos en 10s miembros (Kenyon, 1994). 
Cuando la interacci6n de las proteinas hornedticas con el ADN es analizada in 
vitro, se observa que dichas proteinas presentan muy poca especifiadad en su 
capaadad de "binding" ya que todas comparten un sitio de uni6n de secuenaa 
consenso 5'- TNAT(G/T)(G/A) -3'. Esto resulta extraiio dado que las mismas tienen 
acciones tan especificas in vim. O'Farrell y colaboradores utilizaron un 
oligonucle6tido de secuencia 5'- TAA?TG -3' como sonda sobre una biblioteca de 
expresi6n de ADNc y aislaron genes que codifican para 17 proteinas home6ticas 
diferentes (Kalionis y O'Farrell, 1993). Por otra parte, diversas secuencias de "binding" 
para proteinas hornedticas, induida aquella utilizada en el experiment0 anterior, 
heron usadas para dirigir la expresi6n del gen reporter0 lacZ in vivo, a partir de un 
promotor neutro (Vincent et aL, 1990). Sorprendentemente, s61o una de las secuencias 
de "binding" utilizadas dirigi6 la expresion de lacZ en una pequeiia subpoblaci6n 
celular en embriones de Drosaphila. Es muy posible que parte de esta especifiadad 
est6 dada por la presenaa de "cofadores" proteicos, tales como exdlpbx, teashirt y 
DEAF-I, capaces de modular la aca6n de las protefnas home6ticas (Peifer y 
Wieschaus, 1990. Rauskolb et al., 1993. Zeng et al., 1994. Roder et al., 1992.) 
Los genes homedticos y las proteinas por ellos codificadas pueden dividirse en 
diferentes clases se* la homologia de secuencias dentro y fuera del homeobox Una 
de estas dase, "Antennapedia", es la responsable de lo que Bateson observ6 mds de 
un siglo atrds (1894) y denomin6 "transformaciones home6ticas". Dichas 
transformaaones, identificadas en Drosophila, producen anomalfas de desarrollo, en 
las cuales una parte del cuerpo se desarrolla con las caracteristicas fenotipicas de otra. 
Los dos ejemplo mAs conoados de mutaciones hornedticas son: 1) la mutacidn en el 
gen Anfennupedia (Antp) que resulta en la aparici6n de patas en donde normalrnente 
deben generarse antenas, en la cabeza de DrosophiZa y, 2) la mutaci6n en el gen 
Ulfrabidzorax (Ubx), la cual transforma el tercer segmento tordaco en otro segundo 
segmento tordcico, generando una mosca con dos pares de alas (figura 8). 
FIGURA 8. Mutaciones hornedticas en Drosophila melanogaster 
(A)Vista dorsal de una mosca adulta normal. 
(B) Mosca adulta cuyas antenas han sido reemplazadas por patas debido a una mutacidn en 
el gen home6tico Antennapedia que causa la expresi6n de dicho gen en la cabeza. 
(C) Mosca adulta con cuatro alas, resultado de tres mutaciones simultdneas en la region 
regulatoria del gen homedtico Ultrabithorax. 
(Reproducido de Alberts et a]., 1994; Gilbert, 1994.) 
Esta clase "Antennapedial' induye a todos 10s genes que codifcan 
homeodominios que comparten un 60% o mds de identidad con el homeodominio del 
gen Antennapedia de Dmsophila y adem6s contienen un pequefio motivo conservado 
YPWM (Tyr-Pro-Trp-Met) codificado por el ex6n localizado 5' con respecto a1 ex6n 
que codifica para el homeodorninio. En Dmsophila, 10s ocho genes pertenecientes a 
esta dase (labial; proboscipedin; D e e d ;  Sex combs reduced; Antennapedia; Ultrabithorar; 
abdominal A y abdominal B) mapean en 10s complejos Antennapedia y Bithorax 10s 
cuales se denominan colectivamente complejo home6tico HOM u HOM-C. Todos 10s 
genes del complejo HOM se encuentran en el mismo cromosoma y la organizaa6n de 
10s mismos presenta una caracteristica destacable denominada "colinealidad espaaal 
y temporal". Esto significa que 10s genes se encuentran organizados en el cromosoma 
en el mismo orden en que se definen sus dominios de expresi6n a lo largo del eje 
anteroposterior del embri6n. Genes localizados m L  3' se expresan mds anteriormente 
mientras que genes localizados rnds 5' dentro del cromosoma se expresan m b  
posteriormente. A su vez, genes mds 3' tienen expresion rnds temprana mientras que 
10s localizados rnds 5' se expresan rnds tardiamente a lo largo del desarrollo. 
Posteriormente a la caraderizaci6n de 10s genes home6ticos en Drosophila, se 
pudo identificar la existenaa y expresi6n de este tip0 de genes en una arnplia 
variedad de organismos multicelulares, incluyendo metazoos como esponjas (Degnan 
et al., 1995); hidra (Schummer et al., 1992; Shenk et al., 1993); nematodes (Kenyon, 
1991) y mamfferos entre 10s que se induyen ratones y humanos, asi como tambi6n en 
hongos y en plantas (Weigel y Meyerowitz, 1994). En el genoma hurnano y murino, 
10s genes del tipo Antemapedia, conoados como genes "HOX' ("Hox" en rat6n y 
"HOX" en humanos), presentan similitudes sorprendentes con 10s genes del complejo 
HOM de Drosophila, en cuanto a sus secuenaas codificantes, su organizaci6n a lo 
largo del cromosoma y su patrdn de expresi6n. Los 38 genes HOX hasta el momento 
identificados, se encuentran agrupados en cuatro complejos genicos no-ligados o 
"clusters": Hox a (cromosoma 6 del rat6n y 7 del humano); Hox b (cromosoma 11 del 
rat6n y 17 del humanos); Hox c (cromosoma 15 del ratdn y 12 del humano) y Hox d 
(cromosoma 2 del rat6n y del humano). Dentro de cada "cluster" 10s genes se 
numeran consecutivamente a partir del extremo 3'. Los "clusters" son hom6logos 
entre si y se supone fueron generados mediante procesos de duplicaadn; presentan 
similitudes en sus secuencias codificantes (tanto dentro como fuera del homeobox), 
en el ordenamiento relativo de 10s genes y en sus espaaos intergbnicos (Graham et al 
1989; Duboule y Dolle 1989). Cuando 10s "clusters" son alineados unos contra otros, 
10s genes que se encuentran en posiciones equivalentes en diferentes cromosomas 
forman subfamilias. Dentro de cada subfamilia 10s genes se describen como 
"pdogos"  (por ej.: todos 10s genes n h e r o  4 son genes pdogos) .  Los genes Hox asi 
como se describi6 para 10s genes HOM-C, presentan tambibn "colinealidad espaaal y 
temporal" @olle y Duboule, 1989; Dolle et al., 1989; Izpisiia-Belmonte et al., 1991). 
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Los cuatro "clusters" del complejo Hox de mamiferos alineados con 10s complejos 
Antennapedia y Bithorax (HOM-C) de Drosophila. 
(A) Coda columna de genes represent0 genes "par6logos". Los dvalos vacios indican 
que el gen correspondiente alin no ha sido descripto en ratdn o en humanos. 
Las flechas en ambos sentidos alinean a los pardlogos de mamiferos con su gen 
homdlogo en Drosophila segOn la similitud de secuencias. Existen 4 grupos (5-8) en 
la regidn correspondiente a Ios genes Scr, Ant-,  Ubxand Abd-A, para los cuales 
nose ha determinodo alln una relaci6n m& exacta. (Modificado de Scott, 1992) 
(B) (pdgina siguiente) 
Tanto en Drosqohilo como en mamiferos, los patrones de expresidn de los genes a 
lo largo del eje corporal antero-posterior se correlacionan con su ubicacidn en el genoma. 
(Reproducido de: "hom Egg to Adult" - Howard Hughes Medical Institute, 1992, pdg. 22) 
- .--.- Fen a- 
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I.3a - Genes home6ticos como reguladores del desarrollo en mamiferos 
La mayoria de 10s genes home6ticos de vertebrados fueron donados mediante 
la hibridaa6n cruzada con secuencias home6ticas hom6logas de Drosophila (Carrasco 
et al.,1984; Scott el at., 1989). En mamiferos, debido a la falta de mutadones de 
desarrollo, la informaadn sobre la funa6n de 10s genes home6ticos fue recabada en 
muchos casos, a travQ de experimentos de sobreexpresi6n o expresidn ect6pica en 
animales transgenicos o bien de delecidn completa (fenotipo "nulo") de un gen, 
mediante recombinaci6n hom6loga en celulas embrionarias (McGinnis y Krumlad, 
1992). 
Por lo general, tanto la sobreexpresi6n de ciertos genes Hox como la perdida 
de funa6n de otros resultan en la letalidad embrionaria. En la mayoria de 10s casos, 
10s embriones presentan defectos de desarrollo severos (Balling et al., 1989; 
Wolgemuth et al., 1989; Jegalian y De Robertis, 1992). Entre ellos se pueden 
menaonar defedos del tub0 neural, malformaaones aaniofaciales y esque16ticasf 
aparia6n de un ntimero extra de vertebras y modificaa6n de la morfologia de las 
mismas. Es interesante destacar que alguno de 10s fenotipos observados en ratones 
transgenicos o de fenotipos nulos para determinados genes home6ticos son 
semejantes a ciertas malformaaones congenitas humanas sugiriendo que el estudio 
de las funaones de 10s genes Hox podria proporaonar explicaci6n sobre 10s 
mecanismos moleculares responsables de las mismas. Tal es el caso de 10s ratones 
homocigotas para la deleci6n del gen Hoxa -3 (Hoxl.5) 10s cuales mueren al momento 
del nacimiento o tan s61o sobreviven unas pocas horas. Estos animales neonatos 
presentan una forma corporal aberrante, son atimicos, aparatiroideos y poseen una 
variedad de defectos cardiovasculares y esquel6ticos (Chisaka y Capecchi, 1991). 
Dichas anomalias son reminiscentes de la enfermedad congenita humana conoada 
como "Sindrome de DiGeorge". 
La apariaon de desarreglos morfol6gicos como resultado de la expresi6n 
aberrante de aertos genes home6ticos en ratdn, indican'a que asi como ocurre en 
Drosophih, estos genes juegan un papel importante como reguladores del desarrollo 
embrionario en vertebrados. 
La organogenesis en vertebrados depende en gran parte de interacciones 
recfprocas entre celulas epiteliales y celulas mesenquimiiticas adyacentes, resultando 
en la transformaa6n morfolbgica de uno o ambos tipos celulares. Un gran n h e r o  de 
evidenaas experimentales indica que 10s genes home6ticosf tanto 10s pertenecientes 
al complejo Hox como otros miis divergentes, cumplirian un papel importante 
durante la organogenesis aduando en muchos casos como reguladores de dichas 
interacaones tisulares (Sassoon, 1992). 
Datos de localizaa6n del ARN mensajero del gen Hoxb-5 (Hox-2.1) mediante 
tecnicas de hibridaa6n in situ indican que durante la morfogenesis pulrnonar este 
gen se expresa iuzicamente en aquellas celulas mesenquimiiticas que rodean a 10s 
ductos epiteliales en ramificaci6n (Krumlauf et al., 1987). 
Por otra parte, la expresi6n del gen home6tico Msx-1 durante el desarrollo de 
10s miembros depende de la interacci6n entre el ectodermo y el tejido 
mesenquimiitico subyacente. Al removerse el ectodermo, el crecimiento del miembro 
cesa y comienza una diferenciaa6n celular precoz conjuntamente con la perdida de 
expresi6n del gen Msx-1 (Muneoka y Sassoon, 1992; Robert el al., 1991). 
Tambien se han podido identificar aertos genes home6ticos cuya expresidn es 
indispensable para el desarrollo de un drgano o tejido en particular. La expresi6n de 
10s genes home6ticos Pit-I y Gsh-1 es necesaria para el desarrollo normal de la 
hip6fisis y del eje hipotdamo-hipofisario. Ratones mutantes para el gen Pit-1 carecen 
de diversos tipos celulares de la hipdfisis anterior (Camper et al., 1990; Li et al., 1990). 
Por otra parte, ratones homocigotas para una delea6n espedica del gen Gsh-1 
presentan una hip6fisis anterior de tamaiio reduado con una marcada disminud6n 
del numero de cblulas somatohopas y ladotropas presentes en la misma. Los niveles 
de las hormonas hipofisarias ("GH u hormona de aedmiento, prolactina y "LH" u 
hormona luteinizante) se ven severamente disminuidos y al mismo tiempo se observa 
la ausenda de expresi6n de GHRH (hormona Liberadora de la hormona de 
aecimiento) en el hipotdamo de ratones mutantes Gsh-1 (Hung et at., 1996). 
La proteina home6tica IPF I / PDX 1 es necesaria para el desarrollo del pdncreas y 
ratones homoagotas para la delea6n del gen pdx 1 carecen de dicho 6rgano (Jonsson 
et al., 1994). En estos animales mutantes, el desarrollo del epitelio pancreiitico se 
encuentra totalrnente inhibido, sin embargo el tejido mesenquim6tico 
correspondiente se desarrolla normalmente (Ahlgren et al., 1996). 
I.3b - Genes home6ticos durante la vida adulta 
Si bien 10s genes Hox han sido activamente examinados durante el 
desarrollo embrionario, la expresi6n y funcidn de 10s mismos en tejidos adultos 
ha reabido considerablemente menos atenadn. La mayoria de 10s tejidos 
presentan a1 momento del nacirniento un desarrollo morfogenetico avanzado o 
incluso completo. Sin embargo en algunos como el tracto reprodudor femenino y 
la glhdula mamaria, gran parte de la diferenciacidn morfoldgica y funaonal 
tiene lugar postnatalmente. Este tip0 de tejido, como asi tambikn aquellas 
poblaciones celulares sometidas a intensos procesos de proliferaci6n y 
diferenciaa6n celular durante toda la vida de un organismo resultan posibles 
candidatos para la aca6n de genes home6ticos y han despertado en 10s dtirnos 
aiios el inter& de muchos grupos de investigaadn . 
Sassoon y colaboradores demostraron que durante la embriogenesis, el gen 
home6tico Msx-1 se expresa a lo largo de todo el dudo de Miiller en ratones hembra. 
Sin embargo, postnatalmente, la expresi6n se restringe a1 epitelio adul t~  uterino y es 
regulada negativamente cada vez que la implantaa6n embrionaria tiene lugar al 
comienzo de la preiiez. Por otra parte, experimentos de recombinaa6n de tejidos 
epiteliales y mesenquimiiticos de diverso origen, han permitido establecer que la 
expresidn de este gen en el epitelio uterino depende absolutamente de la presencia de 
mesenquima uterino y al mismo tiempo se asoaa con la inducci6n y el 
mantenimiento de la diferenciaa6n epitelial uterina (Pavlova et al., 1994) 
La funa6n de 10s genes home6ticos durante la vida postnatal ha sido 
caraderizada en el sistema hematopoy6tico de mamfferos. Se observa que 10s 
patrones de expresi6n de 10s genes home6ticos son especificos de linaje y en 
algunos casos, la desregulaci6n de la expresi6n puede inhibir la diferenaaadn 
normal de un determinado linaje celular (Lawrence et al, 1994; Giampaolo et al., 
1994). Han y colaboradores demostraron, por ejemplo, que la inhibia6n de la 
expresi6n del gen home6tico Hoxb-7, mediante oligonucle6tidos antisentido 
especificos, inhibe la diferenciaa6n de linajes mieloides per0 no la de linajes 
eritroides ni megacariociticos a partir de c4lulas precursoras provenientes de 
m4dula 6sea murina (Wu et al, 1992). 
James y Kazenwadel(1991) estudiaron la expresidn de genes home6ticos en el 
epitelio intestinal adulto y detedaron que diferentes genes del complejo Hox 
presentan distintos niveles de expresidn a lo largo de las regiones anat6micas del 
intestino adulto (duodeno, yeyuno, aeon, colon proximal, colon distal). Por otra 
parte, identificaron dos genes homedticos no perteneaentes al complejo Hox, 
denominados Cdx-l y Cdx-2, cuya expresidn es especifica de intestino adulto. 
1.3~ - Genes home6ticos y cancer 
Conceptualmente, existe una estrecha relaci6n entre 10s procesos embrionarios 
y carcinogenicos, asi como tambien entre 10s genes que regulan ambos procesos. 
Tanto el desarrollo normal como el desarrollo tumoral requieren continua 
proliferaci6n celular, capacidad de migraa6n, capacidad para invadir tejidos 
aledaiios y para adquirir un suministro vascular adecuado. 
En general, las celulas malignas o transformadas se encuentran relativamente 
indiferenciadas. Se ha podido demostrar que la desregulaci6n de aertos genes 
home6ticos puede prevenir o retrasar la diferenaaa6n celular normal, manteniendo a 
las celulas en un estado proliferativo, no diferenciado. 
Sassoon y colaboradores demostraron, mediante ensayos de transfeca6n 
transiente, que la sobreexpresi6n del gen Msx-1 en la lfnea celular de mioblastos F3, 
resulta en un bloqueo de la diferenciaa6n celular, la cud ocurre normalmente en esta 
linea celular cuando las condiaones de cultivo son modificadas de alto a bajo suero. 
Las cklulas que expresan altos niveles de Msx-I sufren un cambio en la morfologfa 
celular y pierden la dependenaa de anclaje para la proliferaa6n Por otra parte, 10s 
clones de cblulas con mayor nivel de expresi6n del gen Msx-I producen tumores del 
tip0 fibrosarcoma cuando son inyectados subcutheamente en ratones atimicos 
"nude". Todos estos datos sugirien que el gen Msx-1 podria ser potencialmente 
oncogbnico (Song et al., 1992). 
La relaa6n entre genes home6ticos y cancer mejor documentada es la que se 
observa en el caso de aertas leucemias. La leucemia linfobldstica aguda de celulas T o 
'T-cell acute lymphoblastic leukemia (T-ALL)" se encuentra frecuentemente asoaada 
con translocaciones cromos6micas. Algunas de las translocaaones mds frecuentes 
involucran sitios de ruptura en el cromosoma 10 que tienen lugar en la regi6n 
regulatoria 5' del gen home6tico humano, tcl-3, resultando en la desregulaa6n y 
sobreexpresi6n de dicho gen (Lu et al., 1991; Hatano et al., 1991) 
Pbx 1 es un gen home6tico divergente, reaentemente caracterizado, localizado 
en el cromosoma 1. En el caso de leucemia infantil linfobltistica aguda de cClulas pre- 
B ("pre-B ALL"), translocaaones aomos6micas generan una proteina quimerica que 
contiene el dominio de transactivaci6n del factor de transcripa6n E2A fusionado a la 
regi6n C-terminal de Pbx 1 (conteniendo la zona de union al ADN), ae6ndose asi un 
nuevo factor de transcripa6n capaz de inducir proliferaa611, apoptosis y linfomas 
malignos en ratones transgenicos (Dedera et al, 1993). 
Por otra parte, se demostr6 que la sobreexpresidn del gen home6tico humano 
H O X B  8 inhibe aertas vias del programa de diferenaaci6n mieloide (Perkins et al., 
1990). CClulas NIH 3T3 transfedadas con un vector de expresi6n para el gen HOXB 8 
sufren carnbios morfol6gicos y pierden la inhibiadn por contacto. La inyeca6n 
subcuthea de estas cklulas transfedadas en ratones atimicos "nude" genera 
fibrosarcomas y 10s animales mueren 4 a 6 meses post-inyeccsn, mientras que la 
inyecc-n de estas celulas diredamente en el higado genera tumores atin m6s 
agresivos que causan la muerte de 10s animales inyectados en tan solo 6 semanas 
(Aberdam et al., 1991). 
Los patrones de expresi6n de 10s 38 genes HOX fueron analizado en aertos 
tejidos adultos normales como fi6n, mucosa intestinal y pulm6n y en sus 
equivalentes neopltisicos (Cillo, 199495). Estos trabajos permitieron concluir que cada 
tejido u 6rgano analizado tiene un patr6n de expresi6n caracteristico y que dichos 
patrones se encuentran alterados en 10s cAnceres correspondientes (Cillo et aL, 1992; 
De Vita et al.,1993). 
Blatt y Sachs (1988) estudiaron 59 leucemias mieloides murinas y encontraron 
que en 55 de ellas existe una delea6n en el cromosoma 2 que resulta en la pc5rdida del 
gen Hoxd-3 (Hox-4.1) sugiriendo que el mismo podrla ser candidato a gen supresor de 
hunores. Sin embargo a h  no se ha podido descartar que sea consecuenaa de la . 
perdida de otro gen presente tambien dentro de la region deleaonada. 
Todos estos datos sugieren que 10s genes home6ticos no solo deben ser 
considerados en el context0 del desarrollo embrionario sino tambibn en organismos 
adultos, en donde parecerian estar involucrados en el mantenirniento de estadios 
diferenciados y de funaones proliferativas normales de 10s tejidos maduros asi como 
tambibn en la regeneraah de algunos de ellos. De esta manera, podrian tambien 
desempefiar un papel importante en 10s procesos oncog6nicos. 
'It is known that nature works constantly with the same materials. 
She is ingenious to vary only the forms. As if, in fact, she were 
restricted to the same primitives ideas, one sees her tend always to 
cause the same elements to reappear, in the same number, in the same 
circumstances, and with the same connections". 
E. Geoffroy Saint-Hilaire (1807) 
1.4 - GLANDULA MAMARIA Y GENES HOMEOTICOS 
El desarrollo de la glhdula mamaria presenta caraderisticas semejantes a1 
desarrollo de otras estruduras embrionarias, y asi como estas, podria tambien estar 
regulada por genes homeoticos. 
La regresicin de la glhdula luego del destete se caracteriza por una muerte 
celular programada. Dado que 10s genes homeoticos e s th  involucrados en la 
determination de destinos celulares, podrian tambien tener un papel regulatorio 
durante el proceso de involua6n. 
Por otro lado, diversos genes home6ticos estan involuaados en procesos 
tumorigenicos y por lo tanto tambien podrian estar involucrados en el desarrollo de 
tumores mamarios. 
La morfogknesis de la gldndula mamaria est6 determinada por interacaones 
entre tejido epitelial y mesenquim6tico. Los factores regulatorios de esta interacci6n 
atin no se conocen por completo, per0 ya que 10s genes home6ticos partiupan en 
diversos procesos que involuaan interacciones tisulares (Izpisua-Belmonte 1992; 
Davidson 1991; Robert 1991) resultan candidatos atractivos. 
La gldndula mamaria retiene la plasticidad de transitar por repetidos ciclos de 
crecimiento, morfog6nesis y diferenaaci6n funaonal, en el transcurso de cada prefiez 
y lactancia. Por otra parte, las cklulas epiteliales mamarias son capaces de recapitular 
este evento morfogenktico cuando son cultivadas en condiciones apropiadas. Estas 
observaaones sugieren la existencia de molhdas regulatorias especificas capaces de 
sensar e integrar la variedad de seiiales provenientes del microambiente celular 
(celulas vecinas, matriz extracelular, factores de crecimiento, hormonas, etc.), y 
procesarlas coordinadamente de mod0 de asegurar el mantenirniento del destino de 
cada celula y la identidad del tejido. Los genes home6ticos podrian ser buenos 
candidatos para la orquestaa6n de este complejo fen6meno de desarrollo, donde 
forma y funci6n estdn dinihicamente interrelaaonados. 
1.5 - OBJETIVOS 
El primer objetivo de esta tesis fue identificar si alguno o algunos de 10s genes 
home6ticos "Hox", se expresan en c6lulas mamarias en cultivo asi como tambi6n en la 
glhdula mamaria murina. Para ello Uevamos a cab0 ensayos de "RT-PCR a partir 
de ARN mensajero de lineas celulares mamarias funaonales. 
A continuaci6n, tratamos de definir 10s patrones de expresidn de 10s genes 
cuyos ARN mensajeros fueron detectados mediante 10s ensayos arriba mencionados, 
durante 10s diferentes estadios de desarrollo de la glhdula mamaria. Paralelamente, 
nos propusirnos investigar la existenaa de posibles interacaones entre estos genes 
home6ticos y la matriz extracelular que pudiesen estar involucradas en la regulaci6n 
orquestada del desarrollo morfogen6tico y la homeostasis de la glhdula mamaria. 
Para ello estudiamos la expresi6n y regulaa6n de dichos genes en un modelo de 
cultivo de celulas mamarias murinas capaces de diferenaarse morfol6gica y 
funcionalmente en respuesta a una matriz extracelular ex6gena y homonas 
ladog4nicas. 
II. Materiales I MQodos 
11.1 - CULTIVO CELULAR 
Cevas v lineas celulares utilizad- 
subpoblaa6n heterogenea de cklulas mamarias murinas, enriquedda en 
c6lulas epiteliales mediante la tripsinizaa6n diferenaal y sucesiva de la cepa 
COMMA-ID Danielson et al., 1984; Schmidhauser et al., 1990). Estas cklulas 
depositan y organizan su propia membrana basal cuando son cultivadas sobre un 
sustrato maleable (geles "flotantes" de colAgeno tip0 I o matriz EHS-matrigel). Dicha 
membrana basal end6gena, conjuntamente con hormonas ladog4nicas (proladina e 
hidrocortisona) estimula la diferenaaci6n morfol6gica y funaonal de estas cklulas, 
proceso que se caracteriza por la formadin de estructuras multicelulares 
tridimensionales semejantes a alveolos glandulares capaces de producir y secretar 
proteinas de la leche (fkaseina; a-caseina; ladoferrha; transferrina) 
scp2: 
linea epitelial, homogenea, queratina-positiva y vimentina-negativa, 
aislada de la cepa CID-9 mediante clonado por diluaones sucesivas. A diferencia de 
la cepa parental, estas cklulas son incapaces de organizar una membrana basal 
end6gena per0 sin embargo se diferencian morfol6gica y funaonalmente en 
respuesta a una matriz extracelular de tip0 membrana basal ex6gena (rica en 
laminina) y hormonas ladogenicas (Desprez et al., 1993). 
linea celular proveniente de un adenocarcinoma mamario metastdsico 
originado en un rat6n de la cepa CD-1, transg4nico para un alelo que codifica para 
una isoforma auto-adivable de la proteasa de matriz extracelular estromalisina 1 
("stromelysin 1" -SLl- o "matrix metalloproteinase 3" -MMP3-) (Sympson et d,1994; 
Lochter et al., 1997). 
Un pequefio trozo de tejido mamario tumoral (0.5 mm X 0.5 mm X 0.5 mm) fue 
estirpado del rat6n portador y colocado bajo la pie1 de un rat6n atimico "nude". 
Luego de 47 dias, cuando el tumor habia alcanzado un tamaiio de 11 mm X 13 mm X 
8 mm, fue estirpado, cortado en pequefios trozos, y cultivado en medio DMEMI F12 
conteniendo 10% V/ v suero fetal bovino (FBS, BRL), 5 pg/ ml insulina y 50 pgl ml 
gentarnicina. 
Posteriormente, estos cultivos heron enriquecidos en celulas epiteliales mamarias 
por tripsinizaci6n diferencial de la misma manera que se procedi6 para el aislamiento 
de la cepa CID-9 a partir de la cepa COMMA1-D (Schmidhauser et al., 1990). Las 
celulas fueron mantenidas en el medio arriba descripto y repicadas 10 veces luego de 
lo cual la concentraci6n de suero en el medio de cultivo h e  reduada a 5%. 
Todas las celulas arriba menaonadas heron creadas en medio de cultivo 
DMEM-F12 (mezcla 1:l de Dulbecco's modified Eagle's medium y Hann's F12 
(Gibco/ BRL) conteniendo 5% suero fetal bovino inactivado por calor (FBS; Sigma), 
insulina(5 pg/ ml; Sigma) y el antibi6tico gentamicina (10 pg/ ml; UC San Francisco). 
Sucesivos repiques fueron realizaron cuando las monocapas celulares alcanzaban una 
subconfluenaa aproximada del 80%' mediante la tripsinizaci6n con una solua6n 
conteniendo 0.05% tripsina pancreAtica y 0,2 g/ 1 EDTA, en IX PBS. 
Para el desarrollo de todos 10s experimentos, con excepci6n de 10s que asi lo 
indican, 5x104 ct5lulas/ an2 fueron plaqueadas en medio DMEM-F12 suplementado 
con 2% FBS, insulina, gentamicina y hormonas lactogt5nicas (3 pg/ ml prolactina, 
National Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Desease, Bethesda y 1 pg/ ml 
hidrocortisona, Sigma). Luego de las primeras 24 horas y posteriormente cada 48 
horas (dependiendo de la duraci6n de 10s experimentos) el medio de cultivo fue 
reemplazado por medio fresco de la misma composici6n que el utilizado para el 
plaqueo per0 libre de suero. 
(El agregado de suero en el momento de plaqueo se debe a que el rnismo es necesario 
para la adhesi6n de las celulas epiteliales al pl6stico de las placas de cultivo). 
membrana basal reconstihu'da (matriz EHS o "Matrigel'?: 
Este material de matriz extracelular del tip0 membrana basal deriva de 
hunores "Elhem Holm Swann" (EHS) que se repican y mantinenen "in vim" 
mediante la inoculaa6n sucesiva de ratones. Para 10s experimentos aqui descriptos se 
utilizaron indistintamente dos preparaciones de membrana basal, una generada en el 
laboratorio de acuerdo a1 protocolo descripto por Kleimann y colaboradores (1986) y 
la otra conoada como "MATRIGEL" (basement membrane matrix), la cual es 
producida comercialmente por la compaiiia Collaborative Biomedical Products . Las 
concentraciones proteicas de las distintas preparaciones usadas fueron de 
aproximadamente 15 mg/ mL 
Este material de matriz extracelular fue utilizado en 2 estados diferentes s e w  el 
experiment0 realizado: 
como sustrato en estado de "gel" 
1 ml de material de membrana basal, a 4 OC, fue utilizado para cubrir la superfiae 
de placas de cultivo de 100 mm de dihetro mantenida sobre hielo para 
garantizar el estado liquid0 y nativo de la mezcla proteica. Una vez recubiertas, 
las placas heron incubadas a 37 "C durante 30 rninutos para permitir la 
gelificaa6n de la preparaci6n proteica y luego se les agreg6 medio de cultivo 
hasta el momento de siembra de las celulas para evitar la deshidratad6n y/ o 
desnaturalizaadn del sustrato. 
disuelto en el medio de cultivo a diferentes concentraaones (1 6 10% V/ v) 
En estas condiaones el material proteico forma un preapitado observable al 
microscopio 6ptico que se deposita sobre la monocapa celular. Luego de 
sembradas sobre placas pliisticas de cultivo, las cklulas heron incubadas por 24 
horas para lograr la adhesi6n y "spreading" celular luego de lo cual, el medio de 
cultivo h e  reemplazado por medio fresco con el complemento hormonal deseado, 
carente de suero y con 1 6 10% V/v de preparaci6n de membrana basal 
(dependiendo de cada experimento). La concentracidn de matiz EHS/ Matrigel 
fue mantenida en 10s sucesivos cambios del medio de cultivo. 
En 10s experimentos en 10s que se evalu6 el efedo del cambio de morfologia 
celular independientemente del agregado de matriz extracelular exdgena, la 
superfiae de las placas de cultivos fue cubierta con una soluci6n de 10 mgl ml de 
poly(2-hidroxietil metacrilato) ("poliHEMA) en 95% etanol. A1 evaporarse el etanol, 
este p o h e r o  inerte de carga neutra forma una fina pelicula rigida, 6pticamente 
invisible que se une fuertemente a las placas y reduce la carga electrosti4tica negativa 
de las mismas, convirti6ndolas en "anti-adhesivas". Cada placa de cultivo de 100 rnm 
de dihmetro fue icubada con 5 ml de soluci6n en estufa seca a 37 "C durante al menos 
48 hs para garantizar la completa evaporaadn del etanol. Previamente a su 
utilizaa6n para cultivos celulares, las placas fueron lavadas repetidas veces con 
medio de cultivo DMEM-F12. 
Las cklulas plaqueadas sobre placas pre-tratadas con 10 mg/ ml de poliHEMA 
permanecen en suspensi6n y por lo tanto para 10s sucesivos cambios de medio de 
cultivo, las mismas deben ser transferidas a un tubo esteril, centrifugadas en 
centfiga dinica (800 - 1000 rpm), resuspendidas en medio fresco y transferidas 
nuevamente a la placa original. 
Ensavo de vroliferaci6n celular (incomoraci6n de bromo deoxi-uridina) 
La sintesis de ADN, como fndice de proliferaa6n celular, fue medida 
mediante ensayos de incorporaci6n del andogo de timidina, bromo deoxi-uridina 
(BrdU), al ADN celular. 
Las celulas fueron sembradas sobre placas plhsticas de cultivo, en medio 
DMEM-F12,2% FCS y hormonas lactogenicas en las concentraciones ya indicadas, y 
mantenidas en estas condiaones por 24 horas. 
Posteriormente, el medio de cultivo fue cambiado por medio DMEM-F12 fresco, 
carente de suero, con prolactina e hidrocortisona en las concentraciones indicadas 
anteriormente pero conteniendo distintas concentraciones de insulina: 0 - 0,25 - 1,25 - 
5 &ml. Luego de 12 horas de incubaa6n en estas condiciones, se agreg6 a1 medio 
de cultivo BrdU en una concentraa6n final de 10pM y se continu6 el cultivo por 
otras 12 horas adiaonales. 
Luego de la incubaa6n con BrdU durante 12 horas se procedi6 a la detecci6n del 
nucleotido modificado utilizando el kit de la compafiia Boehringer Mannheim (5- 
Bromo-2'-deoxy-uridine Labeling and Detection Kit I), mediante el protocolo que se 
detalla a continuaci6m 
Detection de BrdU incorporada: 
1) Las dlulas fueron lavadas repetidas veces con 1X PBS y fijadas con una soluci6n 
de 70% etanol en 50 mM glicina pH 2,0, a -20 OC por 30 minutos. 
2) Se lavaron nuevamente con 1X PBS repetidas veces (10-15 minutos cada vez) 
3) Se bloquearon con una solud6n de 41% P/v BSA, 10% V/v suero en 1X PBS, a 
temperatura ambiente durante 2 horas. 
4) Se lavaron con 1X PBS repetidas veces 
5) Las celulas heron incubadas a 37 OC durante 30 minutos con anticuerpo de rat6n 
anti-BrdU diluido 1:10 en BUFFER DE INCUBACI~N (66 M r i s  H a ;  0,66 mM 
MgC12; 1 mM 2-mercaptoetanol ) 
6) Se lavaron con 1X PBS repetidas veces 
7) Las cblulas fueron incubadas a 37 OC por 30 minutos con un anticuerpo de conejo 
anti-IgG de ratdn, unido a fluoresceha, diluido 1:10 en 1X PBS. A partir de este paso 
, las muestras heron mantenidas en oscuridad. 
8) Se lavaron con 1X PBS repetidas veces 
9) Los nticleos celulares fueron teiiidos con el colorante de DAPI diluido 1:10000 en 
1X PBS durante 3 minutos a temperatura arnbiente 
10) Se realizaron varios lavados con 1X PBS y se montaron 10s preparados con 
"mounting medium". 
11) Los preparados fueron observados bajo rnicroscopio de fluorescencia. 
Se examinaron diversos campos visuales y se calcularon 10s indices de proliferaa6n 
mediante el recuento de c6lulas totales en cada campo (nircleos teiiidos con colorante 
de DAPI), versus el niunero de cklulas positivas para la incorporaci6n de BrdU 
(nircleos marcados con fluoresceina). 
11.2 - PREPARACION DE ARN 
P . * 
Para la purificacidn de ARN de celulas en d t i v o  se utilizd el metodo de "fenol 
Bcido" descripto por Chomczynski y Sacchi (1987) con algunas modificadones, tal 
como se indica a continuacidn: 
1) Las celulas fueron lavadas con medio libre de suero. 
2) El medio fue removido y se agregd 3 ml de soluci6n A (*) (por placa de 100 mrn de 
dihetro). 
3) Las celulas fueron colectadas en una jeringa pashdolas al menos 5 veces a traves 
de una aguja de calibre 22 y luego transferidas a un tubo de centrifuga (Falcon) de 
15 ml. 
4) Se agregd 0,3 ml de 2M NaOAc pH 4; vortex. 
5) Se agregd 3 ml de fenol saturado en agua pH 4 - 4,5; vortex 
6) Se agregd 0,6 ml de clorofonno: alcohol i s o d c o  (491); vortex. 
7) Se incub6 en hielo durante 15 - 30 minutos. 
8) Se centrifugaron las muestras en frio a 6000 rpm, durante 20 - 30 minutos. 
9) La fase acuosa h e  transferida a un tubo de centrifuga de 15 ml limpio, combinada 
con un volumen de isopropanol y agitada vigorosamente (vortex). 
10) Se mantuvieron las muestras a -20 "C al menos por 2 horas. 
11) Se centrifugaron a 4 "C, a 6000 rpm, durante 20 - 30 minutos y el sobrenadante 
fue descartado rhpidamente (el preapitado es muy inestable). 
12) Se agregd 0,5 ml de solucidn A: isopropanol(1:l) al precipitado obtenido en el 
paso anterior, y sin necesidad de redisolver el precipitado, Gste fue transferido a tubo 
de microcentrifuga y mantenido a - 20 "C durante 2 horas. 
13) Se centrifugaron las muestras en frio, a 12000 rpm, durante 15 minutos. 
14) Se descart6 el sobrenadante y el preapitado fue lavado con etanol75%, luego de 
lo cud se dej6 secar al aire. 
15) El precipitado del paso anterior h e  combinado con 0,5 ml de 0,5% P/ v SDS/ H20 
y congelado a - 20 "C. 
16) Las muestras fueron incubadas a 60 "C durante 10 minutos y agitadas vigorosamente 
(vortex). 
17) Se midi6 la absorbancia 260/ 280 de una dilua6n 1 / 100 de cada muestra. Las mediaones 
heron realizadas por triplicado y se calcul6 la concentraci6n promedio. 
18) Cuando h e  necesario, la cantidad deseada de muestra fue precipitada agregando 0,l 
vol. de 2M NaOAc y 2,5 vol. de etanol100%. 
(*I solucion A: 4 M GuSCN; 25 mM citrato de sodio pH 7; 0,5% PI v sarkosil + 
7~11 ml de fJ-mercaptoetanol. 
La integridad del material obtenido fue evaluada mediante eledroforesis en geles de 
agarosa. 
Pre~araci6n de ARN total de ~lPndula mamaria 
Para la purificaadn de ARN de tejido mamario se utiliz6 el readivo Trizol 
('Total RNA Isolation Reagent" - GibcoIBRL) y el protocolo sugerido para el mismo. 
Dicho protocolo se basa tambi6n en el m6todo descripto por Chomczynski y Sacchi 
(1987). Las glhdulas fueron extirpadas, fragmentadas e inmediatamente congeladas 
en nitr6geno liquid0 hasta el momento de la preparacibn. 
Purificacidn de ARN ~oli(A)+ 
1) Se resuspendieron 100 mg de Oligo(dT) celulosa (Boehringer Mannheim) en 1-2 ml 
de 1X BUFFER DE SIEMBRA (10 mM TRIS HCl pH 7,6; 0,25 M NaCl; O,5 mM EDTA; 
0,05% PI v SDS). 
2) Se mont6 una columna descartable de pl6stico de 10 ml de capaadad (Bio Rad) y 
esta fue rellenada con la resina preparada en el punto 1. 
3) La columna fue lavada con: 
a) 5 ml de Hz0 previamente tratada con DEPC (dietilpirocarbonato) 
b) 5 ml de: 0,l M NaOH/ 5 mM EDTA 
C) H20 tratada con DEPC. Este lavado fue repetido hasta tanto el pH del 
percolado result6 menor que 8. 
4) La columna fue lavada con 10 ml de buffer de siembra 1X. 
5) El ARN a sembrar fue precipitado y disuelto en H20 tratada con DEPC, a una 
concentraa6n final aproximada de 1 mg/ ml. 
6) La muestra de ARN fue combinada con 1 volumen de buffer de siembra 2X e 
incubada a 65 "C durante 5 minutos. 
I 7) Se dej6 enfriar la muestra hasta temperatura ambiente y se sembr6 sobre la 
columna. 
8) Se recoled6 el percolado en un tub0 esteril, y se repitieron con este material 10s 
pasos 6 y 7. 
9) Se repiti6 el paso 8 una vez m6s. 
10) La columna fue lavada con 20 ml de buffer de siembra 1X. 
11) El ARN poli(A)+ fue eluido con 2 aplicaciones de 1 ml de H20 tratada con DEPC, 
coledindose cada ml en en tubo esteril. 
12) Se midi6 absorbancia a 2601 280 n m  de las fracciones coledadas, utilizhdose una 
cubeta previamente tratada con 20% SDS y lavada con H20 libre de RNAsas, de 
mod0 tal de poder recuperar el material utilizado en la medici6n. Se calcul6 la 
concentraa6n del material obtenido. 
13) Se precipit6 el ARNm en alicuotas de 5 pg cada ma, a -20 "C, mediante el 
agregado de l/ 10 vol de N W A c  y 3 vol de EtOH 100%. 
11.3 - SINTESIS DE ADN copia (ADNc) 
Se realiz6 a partir de 5 pg de ARN poly(A)+ mediante la utilizaa6n del kit de 
la compaiiia Amersham "cDNA Synthesis System Plus" y de acuerdo al protocolo 
que se detalla a continuaaon: 
1) En un tubo de microcentrifuga se mezcl6: 
buffer de sintesis de l a  cadena (5X) 
soluadn de pirofosfato de sodio 






volumen final de reacci6n 
2) Se incubd a 42 "C durante por lo menos 40 minutos. 
3) Se coloc6 el tubo de reaccidn en hielo. 
4) Los 50 pl de la reacadn anterior fueron combinados con: 
buffer de reacci6n de 2a cadena 
[a-32PIdCTT (opaonal) 
ribonucleasa H de E. coli 
DNA polimerasa I de E. coli 
H20 
volumen final de reaccidn 
5) Se mezcl6 e incub6 a 12 "C durante 60 minutos. 
6) Se incub6 a 22 "C durante 60 minutos. 
7) Se incub6 a 70 "C durante 10 minutos. 
8) La reaca6n fue colocada en hielo y se agregaron 10 U de ADN polimerasa de T4. 
9) Luego de mezclar se incub6 a 37 "C durante 10 minutos. 
10) La reacci6n fue frenada mediante el agregado de 10 de EDTA 0,25M pH 8,O. 
11) El ADNc fue purificado mediante extracaones de fen011 cloroformo y preapitado 
con N W A c  4M y EtOH 100%. 
11.4 - REACCIONES EN CADENA DE POLIMERASA (PCR) CON 
OLIGONUCLEOTIDOS DEGENERADOS 
Las reacaones de PCR con primers degenerados fueron realizadas 
iniaalmente variando diversos pariimetros tales como: concentraa6n final de MgC12 
(1-1,2-1,41,6-1,8-2-3 mM), concentraa6n final de primers (1-1,8 pM de cada uno), 
temperatura de hibridaa6n (37 "C-40 "C-42 "C), ntimero de aclos (30-35-40-2 X 35), 
hasta encontrarse las condiciones 6ptimas que se detallan a continuaa6n: 
Se desnaturaliz6 1/ 10 del product0 de la reacci6n de sintesis de ADNc (ver II.3) 
por calentamiento durante 10 minutos 
Se combin6 con: 
1pM final de cada oligonucle6tido degenerado 
1 / 10 de volumen de reacci6n de 10X PCR buffer 11 (Perkin-Elmer) 
2 mM final de MgCl2 
200 pM final de cada dNTP 
2 3  unidades de enzima 'Taq DNA polymerase" (Perkin-Elmer) 
Se repiti6 el siguiente aclo de temperaturas durante 35 veces: 
95 "C, 1 minuto 
40 "C, 1 minuto 
70 "C, 30 segundos 
al finalizar 10s 35 ciclos, se incubd 10 minutos a 70 "C. 
las muestras fueron mantenidas a 4 OC hasta el momento de su utilizaa6n. 
Los oligonucleotidos utilizados fueron: 
"ELEKEF" C'E"): 5'-CGCGGATCCGARYTNGAILLUGAR'IT-3' 6 
5'-GGAA'TTCCGARCTNGARAARGAR'IT-3'; 
"KWFQN" C'K"): 5'-CCCAAGCZTR-'ITYTGRAACCADA'IYIT-3'; 
"WFQNRR" ('W'): 5'-CGGGATCCCGNCGRTIYTGRAACCA-3'. 
(R=G/A; Y= C/T;D=G/A/T; N=A/C/G/T) 
Las regiones subrayadas corresponden a sitios para enzimas de restrica6n introduados en 
la secuencia para facilitar el clonado de 10s fragmentos amplificados. 
11.5 - PURIF'ICACION, CLONADO Y SECUENCIACION DE PRODUCTOS DE PCR 
Los productos de las reacaones de PCR fueron separados por electroforesis 
en geles de agarosa (1,5-2% P/ v agarosa, 0,04% P/ v bromuro de etidio, en buffer 
TAE 1X). Las bandas correspondientes a fragmentos de ADN de la longitud 
esperada heron escindidas del gel y el ADN presente en el taco de agarosa h e  
purificado mediante el uso del kit QIAEX (QLAGEN). 
El vector de clonado (pBluescript KSII- Stratagene) y 10s fragmentos de ADN 
produados mediante reacciones de PCR ("inserto") heron digeridos con las 
enzimas de restricadn correspondientes de acuerdo con 10s pares de 
oligonucledtidos utilizados. Luego de la restricci6n, el vector fue incubado con la 
enzima fosfatasa alcalina de intestino (CIP-NEBiolabs). El vector linealizado y 
"fosfataseado", junto con el inserto previamente digerido heron ligados y 
posteriormente utilizados para transformar bacterias E. coli competentes (cepas: 
DH5a - GibcoBRL- y XL1-blue- Stratagene-). El vector y las cepas baderianas 
utilizadas permitieron la identificaa6n de colonias transformantes negativas (sin 
inserto) y positivas o recombinantes (con inserto) mediante la reacd6n cromogenica 
en presencia del sustrato X-gal, catalizada por la enzima fkgalactosidasa codificada 
por el vector. Colonias recombinantes elegidas al azar fueron crecidas en cultivo 
liquid0 y a continuaci6n se procedi6 a la purificaa6n del ADN plasmdico de las 
mismas. Todos 10s protocolos de clonado, transformaci6n y preparaa6n de ADN 
plasmidico se realizaron segun se indica en Maniatis y colaboradores (1989). 
Aproximadamente 2 pg de ADN plasmidico de cada preparaa6n (1 / 5 de la 
minipreparaa6n de ADN) h e  secuenaado mediante el metodo de Sanger 
utilizando el kit " Sequenase version II" de la compaiifa USB (United States 
Biochemical), segiin el siguiente protocolo: 
1) desnaturalizaci6n del ADN plasmidico 
En un tubo de microcentrifuga se mezclaron: 
- 20 pl de minipreparaci6n de ADN plasmidico (aprox. 2pg) 
- 2 pl de 2 mM EDTA 
- 2  plde2MNaOH 
- Se incub6 la mezcla de reaca6n durante 5 minutos a temperatura ambiente. 
- Se agreg6 10 pl de 0,9 M NaOAc pH 4 + 75 pl EtOH 100%. 
- Se incub6 10 minutos en hielo seco o a -70 "C. 
- Se centrifug6 a 14000 rpm, a 4 "C, durante 20 minutos. 
- Se descart6 el sobrenadante y se lav6 el preapitado con EtOH 70%. 
- Se centrifug6 nuevamente a 14000 rpm, 4 OC, durante 10 minutos. 
- Se sec6 el precipitado bajo vacio y se resuspendi6 en 7 pl  de H20. 
2) Apareamiento de primers 
- El ADN resuspendido en 7 pl de H20 obtenidos en el paso anterior h e  
combinado con: 
2 pl de buffer de reaccidn 5X (200 mM Tris HCl, pH 7,5; 100 mM 
MgC12; 250 mM NaC1) 
1 pl de primer (0.5 pmol) 
Se incub6 20-30 minutos a 37 "C. 
3) Marcado 
- A la mezcla del paso anterior se le agregb: 
1 pl DTI' 
1 pl (a 35s)d~TP 1000-1500 Ci/ -01 (opdonal: utilizar diluido 1:2 en 
H20) 
2 pl mezcla de marcado, diluida 1:5 en Hz0 (5X "Labeling mix": 7,5 pM 
dGTP; 7 3  pM dCTP; 7,5 pM d m )  
2 pl Sequenase (19 en buffer de diluadn de enzima: 10 mM Tris HCl 
pH 7,5; 5 mM DTT; 0,5 mg/ ml BSA) 
- Se incubd 3 a 5 minutos (no mAs) a 37 "C. 
- Durante este period0 de incubacidn se colocaron en 4 tubos diferentes 2,5 pl de 
cada ddNTP "mezcla de terminacibn" (80 pM de cada dNTP, 80 pM de un 
ddNTP, 50 mM NaCl) 
4) Terminaa6n 
- Se alicuotaron 3 3  pl de la reacadn de marcado en cada tubo conteniendo un 
ddNTP respedivamente. 
- Se incubaron las reacciones durante 5 minutos a 37 "C. 
- 4 pl de soluabn "stop" ( 95% formamida; 20 mM EDTA; 0,05% azul de 
bromofenol; 0,05% xylene cyan01 FF) fueron agregados en cada tubo. 
5) Las muestras heron calentadas durante 5 minutos a 95 "C, justo antes de 
sembrarlas en el gel. 
6) Las reacaones heron analizadas mediante eledroforesis en geles de 
poliacrilamida desnaturalizantes (6% (P/ v ) acrilamida- 8M Urea - 1X TBE). 
La comparaci6n y andisis de secuencias fueron realizadas mediante la 
utilizaaon de diversos programas del software del Genetics Computer Group 
(GCG) de la Universidad de Wisconsin- USA. 
11.6 - CLONADO DE FRAGMENTOS DE ADNc DEL GEN Hoxb-7 POR PCR 
Mediante reacaones de PCR se amplificaron y clonaron 2 regiones del gen 
Hoxb-7 a partir de ADN gen6mico de rat6n. La estructura del gen (segirn descripto 
por Meijlink et al, 1987; Vemjzer et al., 1988), ubicaa6n de 10s oligonucleotides 
utilizados como "primers" y produdos de las reacaones de amplificaa6n 
respedivas se muestran en la figura 10. Ninguna de las regiones amplificadas 
contiene la secuencia correspondiente al homeobox, para evitar posibles 
hibridaaones cruzadas con otros miembros del complejo Hox. 
Las condiaones de PCR utilizadas en cada caso fueron: 
a) Amplificaci6n del fragmento de la regi6n 3': 
- 1 pg de ADN gen6mico de rat6n 
- 1pM final de cada oligonucledtido 
- 1 / 10 de volumen de reaction de 10X PCR buffer I1 (Perkin-Elmer) 
- 2 mM final de MgC12 
- 200 pM final de cada dNTP 
- 2.5 unidades de Taq DNA polymerase (Perkin-Elmer) 
Se realizaron 35 ciclos, cada uno de ellos con el siguiente perm 95 "C, 1 minuto; 
60 "C, 1 minuto; 72 "C, 40 segundos. 
El fragmento del tamaiio esperado (549 pb) produdo de esta reacd6n fue purificado 
mediante corrida electrofor4tica en geles de agarosa y utilizaadn el kit QIAEX de 
QIAGEN para la elua6n del ADN del fragment~ de agarosa. Luego se procedi6 d 
clonado del fragrnento de ADN en el vector pCR-SCRIPI' SK(+) mediante el kit 
"pCR-Script SK(+) Cloning Kit" de Stratagene (figura 11). Este sistema de clonado se 
basa en una reacci6n de ligada de extremos romos que se realiza en presenaa de la 
enzima de restrica6n (Srf I) utilizada para linealizar el vector, la cud tiene un sitio 
de corte "raro" de 8 nuclebtidos, que no debe encontrarse presente en el fragrnento a 
clonar. 
b) Amplificaa6n del fragment0 de la regi6n 5': 
- 500 ng de ADN gen6mico de rat6n 
- 0,6 PM final de cada oligonucle6tido 
- 1 / 10 vol de reaccion de 10X BUFFER #9 (10 mM Tris HC1 ph 9,2; 1,5 mM MgC12; 
25 mM KC1) 
- 1 / 50 vol de reaccion de "MASTER MIX" (20 mM Tris HCl pH 8.0; 250 nM EDTA) 
- 200 pM final de cada dNTP 
- 2,5 unidades de Taq DNA polymerase (Perkin-Elmer) 
Se realizaron 35 aclos, cada uno de ellos con el siguiente p e a  94 "C, 1 minuto; 
50 "C, 1 minuto; 72 "C, 1 minuto 30 segundos. 
El product0 de reacci6n (fragment0 de ADNc de 639 pb) purificado de la misma 
manera que se indic6 en el caso anterior fue cloarado en una versidn modificada del 
vector comercia1 pBK-RSV (Stratagene), tal como se muestra en la figura 12. 
fragmento 639 pb fragmento 549 pb 
INTRON 
-2.2 kb 
+I sitio de iniciaci6n de transcripcidn 
poliA sitio de poliadenilaci6n 
ATG iniciacidn de traducci6n 
STOP terminaci6n de la traducci6n 
AC fragmento expresado para generacidn 
de anticuerpcrs (ver seccidn 11.1 0) 
FIGURA 10. 
Representaci6n esquematica del gen home6tico murino Hoxb-7 
immmm regi6n codificante 
HOMEOBOX 
+ "primers" de PCR 
ubicacidn del intr6n 
FIGURA 1 1. Mapa simplificado del pkSlsmido "pCR-3' b7" 
Un fragmento de 549 pb de la regidn 3' del gen Hoxb-7, amplificado por "PCR", fue clonado en 
el vector pCR-SCRIPT SK(+) to1 como se observa en el esquema. Los sitios de restriici6n que se 
muestran tachados fueron anulados como consecuencia del proceso de clonudo. 
'FIGURA 12. Mapa simplificado del pk5smido "pBK-S b7" 
Un fragmento de 639 pb de la regidn 5' del gen Hoxb-7, amplificado por "PCR", fue clonado en 
el vector pBK- RSV en las dos posibles orientaciones, to1 como se observa en el esquema. 
11.7 - ENSAYOS DE NORTHERN BLOT 
ALicuotas de 25 pg de ARN total, preapitadas y re-disueltas en buffer de 
siembra (75 pl H20; 100 pl MOPS 10X; 175 pl formaldehido; 500 pl formamida 
deionizada) heron sometidas a electroforesis en geles de agarosa desnaturalizantes 
(1% agarosa; 2,3 M formaldehido; en buffer MOPS 1X) a 25-35 volts durante toda la 
noche. Luego de observados con luz ultravioleta y fotografiados, 10s geles fueron 
transferidos por capilaridad a membranas de nylon (Hybond-N, Amersham o Magna 
NT, Micro Separations Inc.) se@n se indica en Maniatis y colaboradores (1989). 
Las hibridaaones heron realizadas de acuerdo a dos protocolos distintos 
se@ la espeae de ARN a detedarse. Para espeaes abundantes como 28s y 
fl-caseina se utiliz6 por lo general, un protocolo rApido descripto por Church y 
Gilbert (1984) en el cud las soluciones tanto de pre-hibridizaa6n como de 
hibridizaci6n consisten en 7% (PI v) SDS; 1% (PI v) BSA; 0,5 M 
NaH2PO4/ Na2HP04 pH 7,2; 1 mM EDTA. Pre-hibridaa6n; hibridacidn y lavados 
se realizan a 65 "C. 
Para la deteccibn de espeaes de ARN mensajeros poco abundantes, como Horn-1 y 
Hoxb-7 la hibridaaones fueron llevadas a cabo en: 50% (v/ v) formamida; 5X 
soluci6n de Denharts; 4X SSPE; 20 mM KH2P04/ K2-4 pH 6,5; 1% (PI v) SDS y 
10% (PI V) sulfato de dextrano, a 45 "C. Los lavados fueron realizaron hasta 0,lX 
SSPE; 0,lX SDS a 65 "C. 
Las sondas utilizadas heron marcadas con (cx-P~~)-~cTP mediante 
reacaones de "extensi6n de oligonucleotides de secuenaas al azar" (random 
priming) utilizando indistintamente 10s kits "Multiprime DNA labelling system" y 
"REDIPRIME" de la compaiiia Amersham . Las marcadones heron realizadas 
preferentemente durante toda la noche a temperatura ambiente y 10s fragmentos 
marcados fueron purificados mediante columnas de Sephadex G-50. La 
radioadividad incorporada fue medida en contador de centelleo liquido. 
En las reacaones de hibridaci6n se utilizaron 1-3 * 106 cpm/ ml de soluci6n 
de hibridaa6n. 
Sondas utilizadas: 
ARNm a detectar sonda utilizada 
fragmento de ADN 
750 pb - region 3' no 
codificante - sin cola de 
poli(A)+. 
espeae: rat6n 
fragmento de ADN 
450 pb- region 3' 
codificante (pb) + 3' no 
codificante (pb) 
especie: rat611 
fragmento de ADNc 
540 pb- 
espeae: rat6n 
Dr. Christian Wright 
(Vanderbilt School of 
Medicine- U.S.A) 
Larosa y Gudas (1988) 
insert0 del pltismido 
"pCR-3' b7". 
Dr. J.M. Rosen (Baylor 
College, Houston, TX, 
U.S.A.) 
fragment0 gen6mico de inaerto 
ADN ribosomal 5,8S + 28s 
especie: human0 
11.8 - HIBRIDACION "IN SITU" 
Producci6n de sondas marcadas vor mCtodos no radioadivo~ 
Los plAsrnido "pBK- 5' b7/ 9" y "pBK- 5' b7/ 1 3  (ver figura 12) conteniendo un 
fragment0 de 639 pb de ADN del gen Hoxb-7 en orientacidn antisentido y sentido 
respectivamente (respecto del promotor de la ARN polimerasa T7) fueron 
linealizados con la enzima de restricadn BamHI y purificados por extracaones con 
fen01 y fenol-cloroformo. Posteriormente fueron utilizados como molde para 
reacaones de transcripadn in vitro para la produccidn de ribosondas "sense" 
(secuenaa identica al ARNm correspondiente) y ribosondas "antisense" (secuencia 
complementaria al ARNm correspondiente), mediante la polimerasa del bacteribfago 
T7. 
La transcripadn in vitro fue llevada a cabo mediante la utilizacidn del kit ''DIG RNA 
labeling kit" de la compfi'a Boehringer Mannheim, s e w  el siguiente protocolo: 
- Mezcla de reacadn: 
buffer de transcripcibn 10X 
mezcla de NTPs 
(ATP; CTP; GTP, 10 mM c/ u; 
UTP, 63mM; DIGUTP, 3,5 mM) 
ADN linealizado 
Inhibidor de RNasas 
Enzima ARN polimerasa T7 




hasta 20 pl vol. final 
- Se incub6 durante 2 horas a 37°C 
- nfinalizada la reacci6n de transcripcicSn, se degradd el ADN pldsmidico "molde" 
mediante la incubaci6n con enzima DNAsa I (20 unidades) durante 15 minutos a 
El ARN produdo de la reacadn fue precipitado con 1 / 10 voliunenes de LiCl4M y 
2,5 vollimenes de etanol100%. El preapitado fue lavado con etano17576 y 
resuspendido en 100 pl de buffer TE. 
La presenaa mayoritaria de ARN del tam60 deseado fue corroborada mediante 
la corrida electrofor6tica de un pequefio volumen de la reccidn (como m-o 
10 pl) en gel de agarosa desnaturalizante (igual al usado para ensayos de 
Northern blot) junto con marcadores de peso molecular de ARN. 
La cuantificaadn del ARN product0 de reacadn h e  realizada mediante la 
comparacidn de diluciones seriadas del mismo contra diluaones seriadas de una 
muestra de ARN de concentraadn conocida y la visualizaadn de las mismas bajo 
luz ultravioleta a trav6s del agregado de bromuro de etidio. 
. . Prevaraclon de muestras 
Tejido mamario fue fijado por 3 horas en 4% (PI v) paraformaldehido en 1X 
PBS pH 73, a 4 "C, deshidratado desde etanol70% hasta xilenos (pasando por 
concentraciones crecientes de etanol), luego incluido en parafina (Paraplast) y 
cortado en secaones de 5-7 pm de espesor. Las secciones heron montadas sobre 
portaobjetos de vidrio previamente silanizados (2% 3-amino propiltrietoxi silano en 
acetona). 
Los cortes fueron deparafinjzadas en xilenos, rehidratados a traves de 
concentraciones decrecientes de etanol(100% - 90% - 70% -50% - 30%) y equilibrados 
en H20. 
Una vez hidratados, 10s cortes fueron tratados con proteinasa K (lpg/ ml en 
buffer TE pH 7,5) durante 30 minutos a 37 "C, lavados en agua, luego en 1X PBS y 
prehibridados por 1 hora a 45 OC en c h a r a  h h e d a  Se utiliz6 aproximadamente 150 
pl de SOLUCION DE PREHTBRIDACION (50% V /  v formamida deionizada; 3 mM 
NaCl; 10 mM Tris pH 7,5; 1 mM EDTA; 10% P/ v sulfato de dextrano; 1% PI v 
reactivo de bloqueo*; 150 pg/ml ARNt; 1 mg/ml ARN total de levadura) por cada 
portaobjeto y luego se cubri6 10s mismos con un trozo de "parafilm" para impedir su 
evaporaaon. 
Luego del period0 de prehibridaa6n se removi6 el "parafilm" que recubria 10s 
portaobjetos y se dej6 drenar la soluci6n de prehibridacion sobre un paiiuelo de 
papel. A continuaci6n se agreg6 la soluci6n de hibridaci6n conteniendo la sonda 
"sense" o bien la "antisense" utilizada como control negativo. La hibridaci6n fue 
realizada durante toda la noche a 45 "C, dentro de una c h a r a  hheda .  La soluci6n 
de hibridaa6n utilizada fue igual a la de prehibridaa6n con el agregado de las 
sondas respectivas (800 ng de ARN producto de transcripaon in vifrolml de 
solua6n), las cuales heron previamente incubadas a 80 "C durante 10 minutos, y 
luego enfriadas en hielo 2-3 minutos. 
Luego de la hibridaci6n se realizaron 2 lavados de 5 minutos cada uno a 
temperatura ambiente con 2X SSPE, luego 2 lavados de una hora cada uno con 0,2X 
SSPE a 50 "C y finalmente se equilibr6 las muestras en 1X PBS a temperatura 
ambiente durante 5 minutos. 
Detecci6n inmunoauimica de las mol6culas de DIGOMGENINA (DIG) 
Los cortes heron bloqueados en SOLUCIdN DE BLOOUEO (2% P/ v reactivo 
de bloqueo* en 100 mM Tris HCl pH 73; 150 mM NaC1) durante 1 hora a 
temperatura ambiente, con agitaa6n; y luego lavados durante 1 hora a temperatura 
ambiente, con agitaci6n con SOLUCI6N DE LAVADO (1% PI v BSA; 0.3% Vl v
Trit6n X-100 en 100 mM Tris HCl pH 7,5; 150 mM NaCl). 
Se diluy6 el anticuerpo anti-DIG (acoplado a la enzima fosfatasa alcalina) 1:500 en 
solua6n de bloqueo (concentraci6n final 1.5 unidadesl ml) y se incub6 10s cortes con 
esta soluci6n durante toda la noche a temperatura ambiente, en dmara hiimeda. 
Revelado cro . . moeeruco 
Se elimin6 el exceso de anticuerpo mediante 3 lavados, de 5 minutos cada uno, 
con la solua6n de lavado descripta anteriormente. Los cortes fueron bloqueados por 
30 minutos a temperatura ambiente en soluci6n de bloqueo y luego equilibrados por 
2 rninutos en BUFFER vara FOSFATASA ALCALINA (100 mM Tris HC1 pH 9,s; 100 
mM NaCl; 50 mM MgC12). Finalmente fueron incubados en buffer para fosfatasa 
alcalina con el agregado de 10s sustratos NBT y 'X-phosphate" (45 pl NBT y 35 pl "X- 
phosphate" cada 10 ml de soluci6n). 
Se dej6 proceder la reacci6n cromog6nica hasta observarse la intensidad de 
color deseada (este tiempo vari6 considerablemente entre diferentes reacciones, 
desde 3 a 24 horas) y la reacci6n se detuvo mediante el lavado en buffer TE pH 8 (10 
mM Tris; 1 mM EDTA). Posteriormente, las muestras fueron deshidratadas mediante 
el pasaje a traves de concentraaones crecientes de etanol, montadas y observadas a1 
microscopio 6ptico (Zeiss). Las fotografias fueron tomadas con pelicula Kodak color 
de 100 ASA. 
* "blocking reagent": obtenido de la compania Boehringer Mannheim. 
11.9 - ANIMALES UTILIZADOS 
Las gldndulas mamarias fueron extirpadas de ratones hembra de las cepas 
CD-1 y C57bl/ crl virgenes maduras (70 dias de edad) y en distintos estadios a lo 
largo del proceso de gestaci6n y lactancia. Se consider6 como dia 1 de prefiez al dia 
en el que se detect6 la aparia6n del tap6n vaginal resultante de la c6pula. Para la 
obtenci6n de gldndulas mamarias en estadio de involucibn, se separaron las crias 
luego de 9 dias de lactancia y el &a posterior a1 destete fue considerado primer dia 
de involuci6n. 
Los animales fueron mantenidos en el bioterio del Lawrence Berkeley National 
Laboratory segun las normas establecidas por "Animal Welfare and Research 
Committee" (Berkeley CA- U.S.A). 
11.10 - Producci6n de anticuerpos policlonales contra la proteina Hoxb-7 
Con el objetivo de poder estudiar la regulaci6n del gen Hoxb-7 a nivel de la 
expresi6n de la proteina correspondiente, nos propusimos desarrollar un anticuerpo 
policlonal contra una fragmento de 67 aminoacidos de dicha proteina homedtica de 
rat6n. Para ello se amplific6 un segment0 de 203 pares de bases del gen Hoxb-7 de 
rat6n mediante reacciones de "PCR (ver figura 10). Los "primers" fueron elegidos de 
fonna tal que el fragmento amplificado correspondi6 a la zona de menor homologia 
con otras proteinas hornedticas Hox, dentro de la regi6n 5'. El product0 de PCR h e  
purificado, clonado y luego secuenaado para confirmar su identidad. 
El clonado fue realizado en un vector de expresi6n baderiano (pRSET A, Invitrogen y 
bacterias E. coli BL 21) de forma tal que al transcribirse el fragment0 clonado a partir 
de un promotor inducible por IPTG y luego traducirse, el polipCptido resultante 
contenga un tracto de 6 residuos de histidina fusionado a1 fragmento de la proteina 
Hoxb-7. La presenaa de esta cola de histidinas permite la purificad6n del 
polipeptido recombinante mediante columnas de Niquel-Agarosa, se* 10s 
protocolos sugeridos por la compaiiia QIAGEN en el kit 'The Qiaexpressionist". 
Una vez obtenida la cantidad necesaria de polipeptido recombinante 
(aproximadamente 1 mg), este h e  inyedado subcutiheamente en conejos hembra 
New Zeland conjuntamente con el adyuvante de Ribi ("RAS" Ribi Adjuvant System 
de la compaiifa Ribi ImmunoChem Research). El mantenimiento de 10s animales y las 
inmunizaciones y heron realizadas por personal especializado del servicio 
veterinario de " O W  (Office of Laboratory Animal Care) de la Universidad de 
California en Berkeley, Estados Unidos de Norteamerica. El programa de 
inmunizaci6n h e  el siguiente: 
Dia 0) l a  inyecci6n: aprox. 150 pg de antigen0 / conejo 
Dia 21) 2a inyecci61r aprox. 150 pg de antigen01 conejo 
Dia 42) 3a inyeca61r 80-100 pg de antigen01 conejo 
Dia 74) 4a inyeccibn: 80-100 pg de antigen01 conejo 
En 10s dias 28 y 54 se realizaron extracciones de pequeiios volumenes de 
sangre para evaluar el desarrollo de la respuesta inmune. 
Dia 84) sangrado total de 10s animales y recoleca6n del suero. 
La presenaa de anticuerpos contra el polipeptido recombinante fue evaluada 
mediante ensayos de western blot sobre lisado de proteinas totales de baderias 
transformadas inducidas con 2 mM IPTG durante 2 horas o sin inducir. Como 
controles se utilizaron baderias sin transformar, suero pre-inmune y lisado de 
baderias que expresaban un polipeptido recombinante no relaaonado mediante el 
mismo sistema de expresi6n. Como se observa en la figura 13, el antisuero obtenido 
es capaz de reconocer al polipeptido recombinate "6Xhis-Hoxb-7". 
Adualmente se estd llevando a cabo en el laboratorio de la Dra. Bissell, la 
purificacidn de 10s anticuerpos espedficos mediante columnas de afinidad. 
11.11 - "BUFFERS" UTILIZADOS 
Se describen solo aquellos cuya composici6n no se detalla en ninguno de 10s 
metodos descriptos en las secaones anteriores. 
mx SSC 
175,3 g / 1 NaCl 
88,2 g/ 1 citrato de sodio 
pH 7,o 
TE 
10 mM TRIS HC1 pH 7,6 
1 mM EDTA 
10X PBS 
80 g/ 1 NaCl 
2 g / l  KC1 
11,5 g/ 1 Na2HP04 
2 g/ 1 KH2m4 
2OX SSPE 
174,O g / 1 NaCl 
27,6 g/ 1 NaH2POq 
7,4 g / 1 EDTA 
pH 7,4 
5X TBE 
54 g/ 1 TRIS base 
273 g/ 1 Aado b6rico 
20 ml/ 1 0,5M EDTA pH 8 
50X TAE 
242 g / 1 TRIS base 
57,l ml/ 1 Acido acetic0 glacial 
100 ml/ 1 0,5M EDTA pH 8 
Ill. Resultados 
111.1 - Identificacibn de ARN mensajeros de genes Hox en celulas mamarias 
murinas. 
Para determinar si alguno de 10s genes del complejoHox se expresaba en 
celulas mamarias murinas, se llevaron a cab0 reacciones en cadena de polimerasa 
("PCR") con oligonucle6tidos degenerados diseiiados en base a la secuencia 
aminoacidica de dos regiones altamente conservadas dentro de 10s 
homeodominios de todos 10s miembros ya identificados de este complejo genic0 
(figura 14). Como sustrato de la reaccibn se utiliz6 ADN copia generado por 
transcripci6n reversa de ARN mensajero poliadenilado (poliA+) obtenido de 
d t ivos  de celulas mamarias de la cepa CID-9 en condiciones que se discuten 
mAs adelante. Esta estrategia permitiria, te6ricamente, la amplificaci6n de 
fragmentos de ADNc correspondientes a todos 10s genes Hox que se expresan en 
dichas celulas, tanto aquellos ya descriptos como asi tambien posibles integrantes 
a b  no identificados de este grupo gknico. 
Debido al total desconocimiento acerca de 10s patrones de expresidn de 
genes home6ticos en el tejido mamario, se llev6 a cab0 una estrategia de 
btisqueda amplia. Para ello, se recolectaron muestras de ARN total de c6lulas en 
estado proliferative como asi tambien a diferentes tiempos a lo largo del proceso 
de diferenciaci6n: 6,12,24,48,72,96,120,144 horas a partir del plaque0 de 
c6lulas sobre membrana basal reconstituida (matriz EHS), en presencia de 
hormonas lactogknicas. Asimismo, se opt6 por la utilizaci6n de celulas CID-9, las 
cuales constituyen una cepa celular heterogenea que contiene celulas epiteliales y 
mesenquimAticas o estromales, de forma tal de incluir aquellos homeogenes que 
pudiesen ser expresados en cualquiera de estos tipos celulares o bien depender 
de la interaca6n epitelio-mesenquima para su expresibn en alguno de ellos. 
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Alineamiento de las secuencias aminoacidicas codificadas por los "homeoboxes" de 20 genes 
del complejo Hox de mamiferos (en negro) y 7 genes del complejo HOM de hsophila (en rojo). 
Las areas cotoreadas indican l a  regiones de completa homologia entre todas las proteinas 
homdticas de la clase "Antennapedia", en base a las cuales fueron diseiiados los oligonucl6otiios 
degenerados que se utilizaron en las reacciones de "PCR". 
(Modificado de: Frohman et at., 1990) 
Iguales cantidades de ARN total proveniente de cClulas CID-9 en cada una 
de las condiciones de cultivo descriptas fueron combinadas en una muestra unica 
a partir de la cual se purificci ARNm poli(A)+ el cual h e  utilizado para la sintesis 
de ADN copia. Dicho ADNc sirvici de sustrato en las reacciones de PCR 
mencionadas anteriormente. Los productos de PCR fueron evaluados mediante 
electroforesis en geles de agarosa (figura 15), pudiendose identificar una banda 
de la longitud esperada de acuerdo a1 tamaiio conocido de todos 10s 
homeodominios del complejo Hox (ver figura 14). 
* B A N D A  D E  INTERES 
ADNg = ADN gen6mico 
ADNc = ADN copia 
M = marcadores de peso molecular 
Los productos de PCR fueron purificados mediante la eluadn del ADN de 
la banda de agarosa de inter& y posterionnente clonados en el vector pBluescript 
KSII como se detalla en Materiales y Metodos. Se transformaron bacterias 
competentes E.coli (cepa DH5a o XL1-blue), se seleccionaron las colonias 
transformantes mediante el aecimiento en agar con ampicilina y se prepard 
ADN plasmidico de un gran ntimero de colonias bacterianas recombinantes 
elegidas al azar. Mediante digestiones con enzimas de restricadn se verific6 que 
el ADN plasmidico proveniente de dichas colonias contenia un inserto del 
tamaiio esperado. 
Se procedi6 luego a la secuenaaadn de 10s insertos presentes en 10s 
plAsmidos recombinantes por la tecnica de Sanger usando un "primer" ("MI3 (- 
40)" del kit Sequenase version 11- USB) que se aparea con una regidn flanqueante 
al sitio de clonado. 
Las secuenaas obtenidas a partir de 10s diferentes clones fueron 
comparadas contra secuencias previamente depositadas en un banco genic0 
(GenBank) mediante el software del "Genetic Computer Group" de la 
Universidad de Wisconsin, U.S.A. 
Como se muestra en la figura 16,los 64 clones secuenciados 
correspondieron a fragmentos de homeoboxes de 5 genes home6ticos 
previamente identificados. Dos de ellos, Hoxa-1 y Horn-5 pertenecen al"clustern a 
mientras que 10s tres restantes, Hoxb-7; Hoxb-8 y Hoxb-9 pertenecen a1 "cluster" b 
del complejo Hox (segfin la nomenclatura sugerida por Scott., 1992. ver figura 
9A, Introduccidn) 














Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de 10s homeodominios correspondientes al gen Antennapedia de Drosophila (D) y 
a 10s genes Hox murinos (m) cuya expresibn fue detectado mediante ensayos de "RT-PCP, en c6lulas mamarias en cultivo. LUS 
Clreas coloreadas indican las regiones de homologia en base a las cuales fueron designados 10s "primers" degenerados ( ,) 
utillzados para las reacciones de ampllflcacibn. La letra mayCsculas sobre cada primer corresponde a la denomlnacMn asignada 
a 10s mismos en la seccibn 11-4 de Materiales y M6todos. 
La columna (a) indica la cantidad de clones secuenciados correspondientes a cada gen sobre el total de clones secuenciados. 
La columna (b) indica las frecuencias de identlficacibn de cada gen calculadas en base a 10s datos de la columna (a). 
dlulas mamarias CID-9 
en cultivo 
sobre plastii de cultivo 
de tejidos 
en medio de crecimiento 
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reconstituida 
en medio de diferenciacidn 
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ADNc 
@I + oligonucledtidos degenerados 
fragment0 de aprox. 130 pb 
clonado y secuenciacih 
de productos de PCR 
COMPARACION CONTRA BANCO DE GENES 
IDENTlFlCAClON DE MIEMBROS DEL COMPLEJO HOX 
Figura 17. 
Esquema de la estrategia y metodolog'o utilizada para la identificacidn de ARN 
mensajeros de genes homebticos. presentes en cdlulas mamarias murinas. 
Esta estrategia habia sido utilizada exitosamente para el estudio de la 
expresi6n de genes home6ticos en epitelio intestinal murino (James y 
Kazenwadel, 1991), retina del pez Carassius auratus (Levine y Schechter, 1993), 
cblulas de eritroleucemia murina (Takeshita et al., 1993), etc. asi como tambibn 
para el estudio de la expresi6n de miembros de otras familias gCnicas, por 
ejemplo aquellos que codifican para proteinas quinasas (Blaschke et al., 1991). En 
varios de estos casos, condujo tambikn a la identificacidn de nuevos genes (hasta 
ese momento no descriptos) pertenecientes a las familias genicas que estaban 
siendo estudiadas. 
De 10s 5 genes Hox cuyos mensajeros fueron detectados en celulas mamarias 
mediante ensayos de RT-PCR, dos de ellos:Hoxa-1 del cluster a yHoxb-7 del cluster b, 
fueron selecaonados para llevar a cab0 un estudio exhaustive de sus respectivos 
patrones de expresi6n en la glhdula mamaria murina como asi tambien en el sistema 
de celulas mamarias en cultivo desarrollado en el laboratorio de la Dra. Bissell. 
Primeramente, fue necesario corroborar la expresi6n de ambos genes en 
cultivos celulares mediante ensayos de Northern blot. Para ello se utiliz6 ARN total 
de monocapas sub-contluentes de celulas CID-9. Como se observa en la figura 18, en 
estas celulas pudo detectarse la presencia de un transcript0 de aproximadamente 2,5 
kb correspondiente al gen Hoxa-1 y dos transcriptos de aproximadamente 1,6 y 1,4 kb 
respedivamente, correspondientes al gen Hoxb-7. Estos tamafios coinaden con 10s 
descriptos en la literatura para 10s ARN mensajeros de cada uno de estos genes 
(Friedmann et al., 1994; Meijlink et al., 1987). 
Los diferentes transcriptos observados se sefialan con flechas y 10s tamafios aproximados 
se indican en kilobases (lado izquierdo). La migracidn relativa del ARN ribosomal (28s y 
18s) se indica en el lado derecho del panel. 
La misma membrana conteniendo muestras de ARN total fue hibridada 
consecutivamente con sondas de ADNc conespondientes a 10s genes Hoxo- 7 y Hoxb-7. 
111.2 - Expresi6n de 10s genes Hoxa-1 y Hoxb-7 en la glindula mamaria murina 
Para estudiar la expresi6n de 10s genes Hoxa-2 y Hoxb-7 en el tejido mamario, 
llevamos a cab0 ensayos de Northern blot de ARN total extraido de glhndulas 
mamarias de ratones hembra en 10s siguientes estadios: maduras "virgenes" (70 dias 
de edad); prefiadas (13 dias post coito); 2 5  y 9 dias de lactancia y 2,5 y 9 dias de 
V P L L L I I I estadio 
78 13 2 5 9 2 5 8 dm 
V = gldndulas de hembras virgenes 
P = gl6ndulas de hembras preriadas 
L = gldndulas de hembras lactantes 
I = gldndulas de hernbras en involuci6n 
La misma mernbrana fue hibridada secuencialmente con sondas para Hoxa- 7 ,  p-caseina 
y ARN ribosomal 28s. 
Como se observa en la figura 19, mediate esta tecnica no se deteda ARN 
mensajero correspondiente al gen Hum-1 en ninguno de 10s estadios de desarrollo de 
la gldndula normal analizados. Estos resultados coinciden con 10s descriptos por 
Friedmann y colaboradores (1994). 
Por otra parte, la figua 20 muestra la presencia de un transcript0 iinico de 
aproximadamente 1,6 kb correspondiente a1 gen Hoxb-7 a lo largo del desarrollo 
glandular. Si bien la abundanaa de 10s transcriptos de este gen es muy baja , como 
sucede con muchos fadores de transcripcibn, y por lo tanto su deteca6n en muestras 
de ARN total por ensayos de Northern blot requiere largos periodos de exposici6n, 
fue posible concluir que 10s niveles de dichos transcriptos se encuetran regulados en 
forma estadio-especlfica. Se observaron niveles relativamente elevados en tejido 
proveniente de hembras virgenes, luego decrecen en estadios de preriez, y e s t h  
prhcticamente ausentes durante la ladancia para luego aumentar progresivamente 
durante la involuci6n. 
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FIGURA 20. 
V; P; L; I = ver referencia figura 19. 
estadio 
dias 
A. Ensayo de Northern blot. La misma membrana fue hibridada secuencialmente con 
sondas para Hoxb-7, pcaseina y ARN ribosomal 28s. 
B. Las bandas correspondientes a1 ARNm de Hoxb-7 fueron cuantificadas densitometricamente y 
normalizados con las bandas correspondientes de ARNr 28s. 
111.3 - Localizacidn de transcriptos Hoxb-7 en la glindula mamaria murina 
Los ensayos de Northern blot nos permitieron identificar 10s patrones 
temporales de expresi6n de 10s genes home6ticos estudiados. Sin embargo, a1 
observar 10s niveles relativos de 10s ARN mensajeros en las muestras de ARN total 
correspondientes a 10s distintos estadios de la glBndula mamaria no se considera que 
este tejido estA compuesto por diferentes tipos celulares y que dicha composici6n 
varia a lo largo del desarrollo. 
Con el prop6sito de conocer la distribuci6n espacial de expresi6n del gen 
Hoxb -7 e identificar el o 10s tipos celulares responsables de la misma en el tejido 
mamario, llevamos a cabo ensayos de hibridaci6n in sifu sobre cortes de glihdula 
mamaria murina en distintos estadios de desarrollo. Para ello se utilizaron sondas de 
ARN simple cadena, no radioactivas, marcadas con digoxigenina DIG), cuya 
secuencia era complementaria al ARN mensajero de dicho gen (sonda "antisense"). 
Como control negativo de estos experimentos, paralelamente se llevaron a cab0 
hibridaaones con sondas cuya secuencia era igual al ARN mensajero de Hoxb -7 
(sonda "sense"). 
La figura 21 muestra 10s resultados obtenidos con cortes de glbdulas 
provenientes de hembras virgenes maduras y en estadios tempranos de preiiez (hasta 
dfas 7 post-coito). Los transcriptos del gen Hoxb-7 se localizan principalmente en 
cblulas epiteliales. Si bien tambibn se observ6 cierta acumulaci6n de transcriptos en 
c6lulas estromales peri-dudales en glhdula de ratones hembra virgenes, 6sta es 
considerablemente mBs dbbil que la detectada en el compartimento epitelial. 

FIGURA 21. (pdgina anterior) 
Localizacidn del ARNm de Hoxb-7 mediante hibridacidn in situ no-radioactiva. 
Cortes de gldndulas mamarias de ratones hembra virgenes de 70 dias de edad (a-d) y 
en estadios tempranos de prefiez (e-f), fueron hibridados con sondas de ARN de 
secuencia complementaria al mensajero de Hoxb-7 (a c; e) o bien de secuencia 
identica al mismo @; d; 9. Barra = 100 pm. 
Conoaendo el patr6n de expresidn de estos dos genes Hox en la gl6ndula 
mamaria, nos propusimos estudiar la expresi6n de 10s mismos bajo diferentes 
condiciones de cultivo con el objetivo de identificar posibles mecanismos regulatorios 
de dichos genes en celulas mamarias asi como tambikn diluddar su posible rol en la 
diferenciaadn morfoldgica y funcional de las rnismas. 
111.4 - Los niveles de ARNm de Hoxa-1 y Hoxb-7 en c6lulas mamarias en cultivo 
disminuyen en presencia de una membrana basal ex6gena 
Analizamos el patr6n de expresi6n de 10s genes Horn-I y Hoxb-7 en celulas 
CID-9 como asi tambien en celulas de la linea SCp2, un clon epitelial derivado de las 
primeras. Como se describe en Materiales y Metodos, al igual que la cepa parental 
CID-9, la h e a  epitelial SCp2 se diferencia morfol6gica y funaonalmente cuando es 
cultivada sobre una membrana basal reconstituida (matriz EHS) en presenaa de 
hormonas ladog6nicas. 
Para determinar si la expresi6n de 10s genes Hox estudiados est6 modulada 
por la matriz extracelular (MEC), ambos tipos celulares fueron cultivados en 
presencia de hormonas lactogenicas, sobre un gel de EHS, donde adquieren una 
organizad6n tridimensional, o bien directamente sobre plbtico de placas de cultivo, 
donde forman una monocapa bidimensional (figura 22). 
matriz EHS 
Figura 22. Cultivos de celulas mamarias murinas CID-9 y SCp2. 
Celulas CID-9 (a: b) y celulas SCp2 (c; d) cultivadas durante 2 dias sobre una membrana basal 
reconstituida (matriz EHS) (a; c) o sobre pldstico (b; d), en presencia de hormonas lactogenicas. 
Bana = 200 pm. 
Las c6lulas fueron cosechadas a diferentes tiempos luego de plaqueadas en 
ambas condiciones y el ARN total de las mismas fue analizado mediante ensayos de 
Northern blot (figura 23). 
1 2 3 dias en cultivo 
- 
1 2 3 dias en cultivo 
Detecci6n de ARN mensajero del gen Hoxb-7 (A) y del gen Hoxa- 7 (B). 
En ambos casos las membranas se hibridaron secuencialmente 
con una sonda para el ARN mensajero del gen homecitico y una 
sonda para ARN ribosomal 28s. 
Se pudo observar una disminuci6n sigruhcativa en 10s niveles de 10s ARN 
mensajeros de ambos genes cuando las dos h e a s  celulares fueron plaqueadas sobre 
una matriz extracelular-membrana basal ex6gena (EHS) en comparaci6n con 10s 
niveles observados cuando las mismas se sembraron sobre plgstico de cultivo. Este 
efedo pudo detedarse aproximadamente a las 24 horas de sembradas las c6lulas. 
Las bandas autorradiogrficas de 10s transcriptos de ambos genes fueron 
cuantificadas densitom6tricamente. Los datos obtenidos heron normalizados con el 
valor densitom4trico de la banda de ARN ribosomal 28s correspondiente. Los valores 
normalizados promedio de al menos 3 experimentos independientes heron 
graficados con su correspondiente desviaci6n estandard (figura 24). 
3 dias 
FIGURA 24. 
Expresi6n relativa de los genes Hoxb-7(A) y Hoxa-7 (B), en celulas CID-9 cultivadas 
sobre matrii EHS (I) o sobre pldstico (m; en presencio de hormonas lactog6nicas. 
(Sirnilares resultados se obtuvieron con celulas SCpZ) 
111.5 - Consecuencias del cambio en la morfologia celular sobre la expresibn de 
10s genes Hoxa-l y Hoxb-7 
Cuando cklulas mamarias son plaqueadas sobre una membrana basal 
reconstitufda, cambios en la morfologia celular anteceden a las sefiales 
resultantes de la interaccidn entre molkculas presentes en dicha matriz 
extracelular y sus respectivos receptores en la superficie celular (Roskelley et al., 
1994; Streuli et al., 1995). De tal manera, la matriz extracelular influencia tanto la 
morfologia como la funadn celular. 
Con el objetivo de separar las consecuencias sobre la expresidn de Hoxa-1 
y Hoxb-7 de un mero cambio de morfologia y estrudura celular de aquellos 
efectos mediados por interacciones especificas entre componentes de la matriz 
extracelular y receptores celulares, cClulas de la b e a  SCp2, las cuales no 
depositan su propia membrana basal, fueron cultivadas sobre el sustrato anti- 
adhesivo poli 2-hidroxietil metacrilato (poliHEMA). Estas condiaones de cultivo 
mantienen a las cklulas en suspensidn e inducen el redondeado y agrupamiento 
de las mismas (Folkman and Moscona 1978; Roskelley et al., 1994; figura 25). 
celulas SCp2 
poliH EMA PLASTIC0 
Figura 25. 
Celulas SCp2 cultivadas durante 2 dias sobre placas recubiertas con poliHEMA o sobre plastico. 
en presencia de hormonas lactogenicas. 
Barra = 200 pm 
Las cklulas fueron cultivadas en presencia de hormonas lactogknicas 
directamente sobre placas plasticas o bien sobre placas recubiertas con 
poliHEMA. Muestras de ARN total fueron extraidas a distintos tiempos a partir 
del momento de siembra (1,2,3 dias) y 10s niveles de ARNm de Hoxa-I y Hoxb-7 
fueron analizados mediante ensayos de Northern. 
HOXU- I 
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Figura 26. 
Deteccidn de ARN mensajero de Hoxa-7 (A) y Hoxb-7 (B) en muestras de ARN total de 
celulas SCp2 cultivadas sobre placas recubiertas con poliHEMA o sobre pldstico, en 
presencia de hormonas lactogenicas. 
Las mismas muestras fueron hibridadas con sondas para Hoxa- 7, Hoxb-7 y ARN ribosomal 28s. 
I 
I 
Como se observa en la figura 26,los niveles de ARNm de Hoxa-1 sufrieron 
una marcada reduction en las dlulas plaqueadas sobre poliHEMA en 
comparacion con 10s de las c6lulas plaqueadas sobre plastico. Contrariamente, 10s 
niveles de ARNm de Hoxb-7 no disminuyeron en aquellas celulas forzad a s a 
redondearse y agruparse. Los resultados observados fueron semejantes para 
I 
todos 10s tiempos de cultivo analizados. 
Estos resultados sugieren que cambios en la morfologia celular, 
probablemente mediados por cambios en la estructura del citoesqueleto, serian 
suficientes para modular la expresidn de Hoxa-I mientras que sefiales adicionales 
presentes en el gel de membrana basal (matriz EHS) serian requeridos para la 
regulaci6n de Hoxb-7. 
111.6 - Expresi6n de Hoxa-I y ciclo celular 
Diversos tipos celulares no transformados cultivados sobre geles de membrana 
basal o bien mantenidos en suspensi6n, sin posibilidad de adherirse y esparcirse 
("spreading") sufren un arrest0 del aclo celular, inhibikndose por completo la 
proliferaci6n. Este fendmeno conoado como "crecimiento dependiente de anclaje" 
describe la incapaadad de cklulas normales de proliferar cuando no se encuentren 
adheridas a un sustrato (Follunan y Moscona, 1978). 
Los resultados obtenidos acerca de la regulaa6n negativa de Horn-1 tanto en 
cklulas plaqueadas sobre una membrana basal, condici6n que promueve la 
diferenciacidn a la vez que inhibe la proliferaci6n celular (Desprez et al., 1995), como 
asi tambikn en cklulas en suspensi6n sobre placas cubiertas con poliHEMA, en 
comparaci6n con la expresi6n observada en cklulas adheridas a pldstico de cultivo las 
cuales continaan proliferando atin luego de 3 dias en ausencia de suero (Desprez et 
al,1995; Boudreau et al., 1996), nos indujeron a pensar que niveles elevados de 
expresi6n del gen Horn-1 podn'an estar relacionados con una alta tasa de 
proliferaci6n celular e inversamente, su disminuci6n con la inhibici6n de la 
proliferaci6n. 
Para discernir si el efecto inhibitorio de la matriz extracelular sobd la 
expresi6n del gen Hoxa-l se debia a una disminua6n en la tasa de proliferaci6n 
celular o a un cambio en la morfologia celular, eran posibles dos estrategias: o 
bien establecer una condicidn de cultivo en la cud las celulas no cambiasen su 
morfologia per0 si disminuyesen su tasa de proliferaci6n, o bien la situaci6n 
opuesta en la cual las cblulas adquiriesen una morfologia redondeada sin 
modificar su tasa de proliferaci6n. Debido a que esta liltima condia6n es 
altamente improbable, optamos por la primera alternativa y modificando la 
concentraa6n de insulina presente en el medio de cultivo, logramos disminuir la 
proliferaci6n celular en celulas SCp2 previamente adheridas y esparadas sobre 
placas de cultivo . 
Celulas SCp2 fueron sembradas sobre placas plAsticas de cultivo tanto en 
presencia de suero como de insulina en la concentraa6n utilizada normalmente 
(5 pg/ ml). 24 horas mAs tarde, cuando las c6lulas ya se hallaban completamente 
adheridas y esparcidas, el medio fue reemplazado por medio fresco conteniendo 
honnonas ladogenicas y libre de suero per0 la concentraa6n de insulina h e  
variada en cada placa, desde 0 hasta 5 pg/ ml. En estas condiaones las cblulas 
fueron mantenidas por otras 24 horas, period0 que incluyd 12 horas de 
incubaci6n con bromo-deoxiuridina (BrdU) para poder cuantificar la sintesis de 
ADN o el pasaje de celulas por la fase S del aclo celular como medida de la tasa 
de proliferaci6n (figura 27) 

k (p6gina anterior) 
Ensayo de proliferacidn celular de celulas SCp2 cultivadas sobre 
plbtico, en ausencia de insulina (a; b) o con insulina en las siguientes 
concentraciones: 0,25 pglml (c; d); 1.25 pglml (e; 9; 5 pglml (g; h). 
Los nljcleos celulares fueron teiiidos con colorante de DAPl (a; c; e; g) 
y la BrdU incorporada fue revelada con un anticuerpo anti-Brdu 
acoplado a fluoresceina (b; d; f; h). 
B. Cuantificacien de los ensayos de proliferacidn celular mostrados en (A). 
El grdfico indica el porcentaje de celulas BrdU positivas para cada una de las 
concentraciones de insulina utilizadas. 
Paralelamente, se extrajo ARN total de placas de celulas que habian sido 
sometidas a las mismas condiciones de d t i v o  ya descriptas y mediante ensayos 
de .Northern blot se evalud el nivel de expresidn del gen Hoxa-1 (figura 28) 
cLglml insulina 
0 0,25 5,O 
Deteccidn de ARNm de Hoxa-7 mediante ensayos de Northern blot. La figura 
muestra sdlo 10s datos correspondientes a aquellas concentraciones de insulina 
que resultaron en indices de proliferacidn notablemente diferentes (ver figura 27). 
La misma membrana fue hibridada secuencialmente con sondas para Hoxa-7 y 
ARN ribosomal 28s. 
A pesar de observarse m a  dramiitica disminuci6n en el pasaje por la fase 
S del ciclo celular en las cClulas mantenidas por 24 horas en ausencia de insulina 
o bien con m a  baja concentracion de dicha hormona, en comparaci6n con 10s 
niveles de proliferaci6n observados en presencia de 5 pg/ ml de insulina, no 
detectamos una disminuci6n en 10s niveles de ARNm deHoxa-1. Esto indica 
daramente que la regulaci6n negativa de Horn-I observada en cblulas epiteliales 
mamarias cultivadas sobre placas recubiertas con poliHEMA o bien sobre una 
membrana basal reconstituida (EM), podria deberse a un cambio en la 
morfologia celular y no en la tasa de proliferaci6n. 
111.7 - Otros posibles mecanismos regulatorios del gen Hoxb-7 
Tratando de ahondar arin mhs en posibles mecanismos de regulaci6n del 
gen Hoxb-7, investigamos el efedo que tendria sobre 10s niveles de ARNm de este 
gen, el agregado de membrana basal ex6gena (Em) disuelta en el medio de 
cultivo sobre celulas previamente adheridas y esparcidas sobre plhstico o bien 
agrupadas y en suspensi6n sobre placas recubiertas con poliHEMA. 
Experimentos realizados previamente en el laboratorio indicaban que el 
agregado de 1% de E m  disuelta en el medio de cultivo inducia el 
redondeamiento celular y la compactaci6n de agregados multicelulares con la 
subsecuente expresi6n de p-caseina, en presencia de hormonas lactogenicas 
(Roskelley et al, 1994; figura 29) 
Figura 29. 
Expresidn de 6-caseina en celulas SCp2 cultivadas sobre pl&tico para cultivo, en 
presencia de hormonas lactogenicas y con o sin agregado de 1 % de membrana 
basal1EHS disuelta en el medio de cultivo, durante 5 dm. 
Los nlicleos fueron teiiidos con colorante de DAPl (A; C) y la proteina p-caseina 
fue detectada mediante inmunofluorescencia indirecta (rodamina; B; D). 
(Foto: Dr. Pierre Desprez. Lawrence Berkeley National Laboratory) 
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Tal como muestra el esquema de la figura 30, dlulas SCp2 fueron plaqueadas 
sobre pldstico o bien sobre placas recubiertas con poWMA, como se describe en la 
seca6n anterior (llI.6). Luego de 24 horas, el medio fue cambiado por medio fresco 
libre de suero, con hormonas lactogenicas, con o sin EHS. Se utilizaron 
separadamente dos concentraciones de EHS diferentes, 1% y 10% v/ v . La 
concentraa6n menor fue elegida en base a 10s datos experimentales existentes en el 
laboratorio y descriptos anteriormente mientras que la concentracion mayor de EHS 
fue elegida con el propdsito de utilizar la misma cantidad de preparaa6n que era 
utilizada para cubrir las placas en 10s experimentos en 10s que este material fue usado 
como sustrado en forma de gel. 
La figura 31 muestra la morfologfa adoptada por las cClulas al ser cultivadas 
en las condiciones mencionadas. 
Celulas SCp2 cultivadas sobre plastico (a; c; e) o sobre poliHEMA (b; d; f), sin EHS (a; b) 
o con EHS disuelta en el medio de cultivo (c; d; e; f) en las concentraciones indicadas. 
ARN total fue extraido luego de 48 horas despues del agregado de medio con 
o sin EHS y 10s niveles de ARNm correspondientes a1 gen Hoxb-7 fueron evaluados 
mediante ensayos de Northern blot (figura 32). Simultaneamente se evalu6 la 
expresion del gen Hoxa-1 para las mismas condiciones de cultivo. 
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Detecci6n de ARN mensajero de Hoxb-7 y Hoxa-7. 
La misma membrana fue hibridada consecutivamente con sondas para 
Hoxb-7; Hoxa- 7 y ARN ribosomal 28s. 
Las 3 calles de la izquierda provienen de celulas cultivadas sobre pldstico (con o sin agregado de EHS en el medio), mientras que las 3 calles de la 
derecha provienen de celulas cultivadas sobre placas recubiertas con 
poliHEMA (con o sin agregado de EHS). 
El agregado de 1% de EHS no tuvo efedo sobre la expresi6n del gen Hoxb-7 
comparado con 10s niveles observados en cklulas sobre plristico de cultivo. Por otra 
parte, cuando se adicion6 10% de EHS sobre c6lulas adheridas y esparcidas sobre 
plastico se pudo observar una notable disminuci6n de 10s niveles de transcriptos del 
gen Hoxb-7 y contrariamente, no tuvo este efecto cuando se adicion6 a cdlulas 
previamente redondeadas y agrupadas sobre placas recubiertas con poliHEMA. Este 
resultado indica por un lado que la regulaci6n del gen Hoxb-7 por matriz extracelular 
es un fendmeno dosis-dependiente per0 a1 mismo tiempo y aiin mas importante, que 
la mera presencia de material de membrana basal (EHS) no es suficiente para 
diminuir la expresi6n de este gen sino que ademas se requiere que las c6lulas se 
encuentren en una estado conformacional detenninado. 
A diferenaa de lo observado para el gen Hoxb-7, el agregado de 1% de EHS 
sobre cklulas adheridas y esparcidas sobre pl&tico caus6 una disminuci6n de 10s 
niveles de ARN mensajero del gen Hoxa-1, indicando que el cambio conformacional 
sufrido por las cdlulas tratadas con 1% de EHS disuelta en el medio es sufiaente para 
modular negativamente la expresi6n de este gen. Por otro lado, el agregado de EHS a 
cklulas previamente sembradas sobre placas recubiertas con poliHEMA no modific6 
la disminuci6n de 10s transcriptos de este mismo gen ya observada y descripta en la 
seccidn IU.5. 
111.8 - Expresi6n de Hoxa-l en tumores mamarios 
En el laboratorio de la Dra. Bissell se generaron y caraderizaron ratones 
transgdnicos que expresan en el epitelio mamario una isoforma auto-adivable de 
la metaloproteinasa de matriz extracelular estromalisina-1(SL-1) bajo la 
regulacidn del promotor del gen WAP (Sympson et a1.,1994). Como se menaona 
en la introducci6n seccion I.lb, las gldndulas mamarias de las hembras 
transg4nicas presentan una disrupa6n anormal de la membrana basal, una 
alteracidn del desarrollo funaonal y morfol6gico de esta gldndula (Thomasset et 
al., enviado), y una alta inadencia de tumores mamarios (Sympson et al., 1995). 
Estas observaaones conjuntamente con resultados previos que mostraban 
expresi6n del gen Hoxa-I en diversos adenocarcinomas mamarios surgidos a 
partir de n6dulos hiperpldsicos premalignos (Friedmann et al., 1994), nos 
condujeron a analizar la expresi6n de dicho gen en diferentes hiperplasias y 
tumores mamarios originados en 10s mencionados ratones transgCnicos. La 
figura 33 muestra algunas de las anomalias observadas en las gl6ndulas 
mamarias de estos animales. 
FIGURA 33. (pdgina siguiente) 
(A). Glandulas mamarii enteras ("whole mounts") tenidas con rojo carmin. 
(a), gdndula normal de hembra "wild-type" (no transgenica) en estadio de reposo (post- 
lactancia). (bd.), g16ndulas andmalas provenientes de hembras transgenicas WAP-3-1. 
(b),regidn hiperpleica y displdsica (iiquierda) adyacente a un adenocarcinoma 
(flecha). (c), nddulo alveolar hiperpbsico ("HAW; flecha), de tamano similar al nddulo 
linf6tico central (punta de flecha).(d), hiperplasia moderada con ductos dilatados. 
(B) Cortes de gbndula mamaria teAidos con hematoxilinaleosina. 
(a), gdndula normal de hembra "wild-type" (no transgenica) en estadio de reposo (post- 
lactancia). (b-d), gbndulas andmalas provenientes de hembras transgenicas WAP-ST-1. 
(b), fibrosis periductai e hiperplasia intraductal. (c), n6dulo alveolar hiperplbico con 
vacuolizacidn. (d). carcinoma ductal in situ con infiltraciones linfociticas periiuctales. 

Se preparb ARN total a partir de trozos de tejido mamario "anbmalo" y el 
mismo fue analizado mediante ensayos de Northern blot. Se analizaron de esta 
manera diversas hiperplasias y carcinomas. De un total de 8 muestras diferentes 
analizadas, s61o una de ellas, correspondiente a un adenocarcinoma metastasico, 
result6 ser positiva para la expresibn del gen Hoxa-1 (figura 34). 
Figura 34. 
(A). Se observan 4 de las 7 muestras de tejido mamario an6malo que 
resultaron negativas para la expresibn de Hoxa-7 (calles 1 a 4), junto con 
la Onica muestra positiva para la expresi6n de dicho gen (calle 5). 
Calles 1-3: hiperplasias 
Calles 4-5: carcinomas 
(B). Se observan la bandas de ARN ribosomal 28 y 18s teiiido con 
bromuro de etidio en el gel correspondiente al Northern blot del panel (A).. 
111.9 - Expresibn de Hoxa-l y Hoxb-7 en cultivo de celulas tumorales mamarias 
Celulas epiteliales aisladas del adenocardnoma mamario positivo para la 
expresidn de Horn-I descripto en la secci6n anterior fueron establecidas en 
cultivo (Ilnea tumoral 'TCL-I") y mostraron ser altamente tumorigenicas cuando 
se las inyectd subcutheamente en ratones atimicos "nude". Por otra parte, estas 
celulas resultaron profundamente invasivas en ensayos de migracidn a traves de 
geles de matriz extracelular (Lochter et al., 1997). Es importante destacar que si 
bien la cklulas TCL-I fonnan estructuras multicelulares tridimensionales, no son 
capaces de diferenciarse funcionalmente cuando se cultivan sobre una membrana 
basal reconstituida, a b  en presenda de hormonas lactogenicas (Lochter et al., 
1997). 
Por todo esto, nos propusimos analizar el patrdn de expresidn de 10s genes 
Hoxa-I yHoxb-7 en las cblulas TCL-1 cultivada en las condiaones hasta ahora 
utilizadas para 10s estudios realizados en las h e a s  celulares provenientes de 
glhdulas mamarias normales (CID-9 y SCp2). 
CblulasTCL-1 fueron cultivadas sobre pliistico de cultivo, sobre una 
membrana basal reconstituida (EHS), o bien sobre placas recubiertas con 
poliHEMA (figura 35). 
FIGURA 35. (pdgina siguiente) 
C4luias TCL-1 cultivadas durante 2 dias en las condiciones indicadas en cada caso. 
Bana= 200 prn 
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Se extrajo ARN total a distintos tiempos luego del momento de plaque0 y 
se lo analizo mediante ensayos de Northern blot. 
Se observ6 que 10s niveles de ARNm de Hoxa-1 resultaron levemente m6s 
elevados en las celulas de la linea tumoral TCL-1 que en las lineas "funcionales" 
CID-9 y /  o SCp2, cultivadas sobre plastico. Por otra parte, 10s niveles de 
transcript0 del gen Hoxb-7 mostraron el patr6n opuesto, siendo mas altos en 
celulas de las lineas CID-9 y SCp2 que en TCL-1 donde resultan casi 
indetectables. Esto tiltimo dificulta cualquier posterior analisis acerca de la 




Detecci6n de ARN mensajero de Hoxa- 7 y Hoxb-7 en muestras de ARN total 
provenientes de celulas CID-9 y TCL-1 cultivadas sobre plirstico 
en presencia de hormonas lactogenicas. 
En oposici6n a lo observado anteriormente para las dos lfneas celulares 
funcionales CID-9 y SCp2,los niveles de ARNm correspondientes a1 gen Hoxa-I 
en celulas TCL-1 no se ven regulados negativamente por la presencia de una 
membrana basal reconstituida ni tampoco por un cambio en la morfologia celular 
(figura 37). Los resultados obtenidos fueron similares para 10s distintos tiempos 
de cultivo analizados. 
FIGURA 37. (pagina  siguiente) 
(A). Deteccidn de ARN menxljero de Hoxa- 7 en muestras de ARN total de ci?lulas TCL-1 
cultivadas sobre EHS, sobre placas recubiertas con poliHEMA o sobre pldstico. 
La misma membrana fue hibridada con sondas para Hoxa- 7 y para ARN ribosomal 28s. 
(B) Valores de expresidn relativa de Hoxa-7 en celulas TCL-1 cultivadas como se indica 
en (A). 
Las bandas de ARNm de Hoxa-7 fueron cuantificadas densitom6tricamente y 
normalizadas con los valores de las bandas de ARNr 28s respectivas. 
Los datos graficados son el promedio de a1 menos 3 experimentos independientes con 
sus correspondientes desviaciones estandard. 


En este trabajo se investig6 la posible participaci6n de 10s genes home6ticos en 
la regulaadn de la diferenciaci6n morfol6gica y funcional de celulas mamarias y su 
interacci6n regulatoria con la matriz extracelular. Ensayos de "RT-PCR nos 
permitieron iniaalmente conocer qu6 genes home6ticos se expresan en dichas dlulas 
y en base a ello llevar a cabo una profunda caraderizacidn de 10s patrones de 
expresi6n de 10s mismos en cklulas mamarias en cultivo y en la gldndula mamaria 
murina in vivo. 
La expresi6n y regulacion de Horn-1 y Hoxb-7 fueron el eje para el desarrollo de 
esta tesis, pudiendose concluir que 10s mismos presentan patrones de expresi6n y 
mecanismos regulatorios diferentes y caraderisticos sugiriendo que estos genes 
pod- ejercer un papel funcional en el desarrollo del tejido mamario. 
Diversos motivos nos condujeron a la elecci6n de estos dos genes dentro de 10s 
5 genes Hox cuya expresion fue detectada por "RT-PCR: 1) Daniel y colaboradores 
(comunicaa6n personal y posterior publicaadn, Friedmann et al., 1994) describieron 
la expresi6n de Horn-l en adenocarcinomas mamarios generados espontbeamente 
mediante el transplante sucesivo de n6dulos hiperpldsicos premalignos (Hyperplastic 
Alveolar Nodules "HANS"; DeOme et al., 1959) per0 no habian detectado la expresi6n 
de este gen en ningtin estadio del desarrollo normal de la glhdula como tampoco en 
10s n6dulos premalignos o HANS. De esta manera, nos result6 interesante investigar 
la expresi6n de este gen en celulas mamarias "funcionalmente normales" y tumorales 
asi como tambien 10s posibles mecanismos regulatorios de dicha expresi6n; 2) la alta 
frecuenaa de clonado del fragment0 correspondiente al gen Hoxb-7 (ver figura 16), 
que podria indicar una expresi6n abundante de dicho gen en las cClulas estudiadas, 
junto con la falta de informacidn sobre la expresi6n del mismo en tejido mamario nos 
inat6 al estudio de su expresi6n y regulaci6n. 
Mediante la utilizaci6n de dos lineas celulares mamarias funcionales (CID-9 Y 
SCp2) cultivadas en diferentes condiaones investigamos diversas seiiales 
provenientes del microambiente o entorno celular que resultaron estar involucradas 
en la regulaci6n de 10s genes Horn-1 y Hoxb-7. Dichas seiiales regulatorias no podrian 
ser fAcilmente estudiadas in vivo. Utilizando un sustrato antiadhesivo (figuras 25 y 26) 
y por otro lado variando las concentraciones de insulina del medio de cultivo (figuras 
27 y 28) observamos que un cambio de morfologia celular es condici6n suficiente para 
reducir 10s niveles de ARNm de Hoxa-1 ; tambien descartamos la posibilidad de que 
dicha reduction pudiese ser consecuencia de una inhibici6n de la proliferacidn 
celular. Sin embargo, como se observa en la figura 26, un cambio morfol6gico no es 
suficiente para regular negativamente la expresi6n del gen Hoxb-7. En este caso es 
absolutamente necesaria la presencia de membrana basal (figura 23). Este efedo 
podria ser atribuido a una seiial especifica generada por un determinado ligando de la 
matriz extracelular presente en las preparaciones de EHS, una modulaa6n de 10s 
fadores de crecimiento produado por las cblulas y mediada por la matriz (Streuli et 
al., 1993; Lin et al., 1995), o bien a la adquisicidn de polaridad celular y/ o de una 
estrudura tridimensional polarizada que se observa tinicamente cuando las celulas 
son plaqueadas sobre un sustrato maleable. Para tratar de discernir entre alguna de 
estas posibilidades utilizamos otra metodologia de cultivo, modificada de un ensayo 
desarrollado originalmente para cultivos de hepatocitos (Caron, 1990), la cud consiste 
en el agregado de material de membrana basal disuelto en el medio de cultivo en vez 
de su utilizaci6n como sustrato. Como se observa en la figura 29, este tratamiento 
realizado sobre celulas previamente adheridas y esparcidas sobre pldstico induce la 
expresion de f3-caseina (Roskelley et al., 1994; Desprez et al, 1995) y tambien modula 
negativamente la expresion de Hoxb-7 (figura 32). Sin embargo, cuando el mismo es 
efectuado sobre celulas previamente agrupadas y en suspensi6n sobre placas 
recubiertas con poliHFiMA, no se observa inhibici6n del gen home6tico Hoxb-7 (figura 
32), si bien persiste la inducci6n de la expresion de p-caseina y esta ocurre a h  m6s 
rdpidamente que en las condiciones anteriores (Roskelley y Bissell, 1995). La 
Diversos investigadores demostraron que seiiales provenientes de la m a t h  
extracelular pueden modular la actividad de diferentes factores de transcripcidn. 
Entre ellos Id-1, una proteina que contiene un motivo de "helix-loop-helix" y cuya 
presenaa impide la diferenciaci6n de celulas epiteliales mamarias SCp2 en cultivo 
(Desprez et al., 1995), y HNF3a, una proteina nuclear enriqueada en cklulas hepdticas 
que induce la expresidn del gen de albtimina y consecuentemente contribuye a la 
diferenciaa6n de hepatocitos (DiPersio et aL, 1991). Es interesante destacar que la 
proteina HNF3a contiene un homeodominio y estd codificada por un gen hom6logo al 
supresi6n de la expresi6n del gen Hoxb-7 podria entonces estar relacionada direda o 
indirectamente con un cambio en la polaridad celular y una reorganizacidn de la 
atoestructura debida a la interacci6n de las cklulas con componentes de la membrana 
basal. Dicha modificaa6n o reorganizaci6n, no ocurriria en el caso de las cblulas 
cultivadas sobre placas recubiertas con poliHEMA, tal vez por una predominancia de 
las interacciones celula-cklula sobre las interacciones celula-matriz extracelular, o bien 
por cierta rigidez de estos agregados celulares tridimensionales. Esta rigidez 
impediria cualquier posterior modificaci6n estructural de dichos agregados 
multicelulares. Sabemos que cuando las celulas son inicialmente agrupadas sobre 
poliHEMA, el agregado de membrana basal no afecta la morfologia celular ni nuclear, 
asi como tampoco la localizaa6n de 10s filarnentos de actina (Roskelley et al., 1994; 
Desprez y Roskelley, comunicacion personal). Seria tambikn posible suponer que la 
conformaa6n adoptada por las c4lulas sobre poliHEMA, y no asi aquella adoptada 
sobre plAstico, estuviese enmascarando el receptor necesario para la interacci6n de las 
celulas con algtin componente de la preparaci6n de membrana basal, encargado de 
disparar las seiiales regulatorias de Haxb-7, o bien impidiendo la interacci6n entre 
determinadas mol4culas transductoras de dichas seiiales. Atin queda por descubrir el 
verdadero mecanismo responsable de esta regulaci6n. 
gen home6ticoFk head de Drosuphila (Lai et al., 1991). Como se muestra en esta tesis, 
nuestros resultados indican que sefiales provenientes de la matriz extracelular esttin 
tambiCn involucradas en la regulaa6n de algunos miembros del complejo gCnico Hox, 
en cClulas epiteliales mamarias. Adualmente, sabemos que la presencia de una 
membrana basal reconstituida tambien regula negativamente la expresion del gen 
home6tico HOXD3 en cClulas endoteliales humanas (Boudreau et al., manuscrito 
enviado al Journal of Cell Biology para su publicaci6n). 
Por otra parte, Suh y Traber (1996) demostraron que la sobreexpresion del gen 
home6tico Cdx-2 por medio de transfecci6n estable de una linea celular de epitelio 
intestinal de rata (IEC-6) conduce a la diferenciaci6n morfoldgica y a la expresi6n de 
genes especificos de enterocitos diferenciados, no expresados por la cClulas 
transfedadas con vedores control. Concomitantemente se observa la deposici6n de 
una gruesa membrana basal end6gena bajo el epitelio columnar formado por las 
cClulas que sobreexpresan Cdx-2. Datos previos indican tambiCn que esta misma linea 
celular es capaz de diferenciarse tanto morfol6gica como funcionalmente cuando es 
dtivada sobre una membrana basal reconstituida (EHS/ matrigel) (Carroll et al., 
1988). Estos datos aportan mhs evidencias acerca de una posible interacci6n entre la 
matriz extracelular y 10s genes homebticos, la cud estaria involucrada en la regulaci6n 
de 10s procesos de diferenaacidn celular. 
Es posible establecer un paralelismo entre la regulaci6n de 10s genes Horn-l y 
Hoxb-7 en cClulas mamarias CID-9 y SCp2 y 10s patrones de expresi6n de varias 
proteinas de la leche estudiados en el laboratorio de la Dra. Bissell. Como se describi6 
en la introducci611, el fenotipo "ladante" completo es adquirido mediante una 
jerarquia de sefiales provenientes de la membrana basal (Roskelley et al., 1995). Un 
cambio en la morfologia celular (redondearniento) en ausencia de sefiales especificas 
proveniente de la matriz extracelular es suficiente para inducir la expresi6n de 
ladoferrina (Roskelley et al., 1994; Close et al., 1994) y al mismo tiempo para suprimir 
la expresidn de Horn-I, tal como se muestra en este trabajo. Interacciones espedcas 
entre componentes de la matriz extracelular y sus receptores en la superfide celular 
son ademgs requeridas para la induccidn de f3- caseina mientras que seiiales 
adidonales asoaadas con la formacidn de uniones intercelulares, la adquisicidn de 
polaridad y organizacidn tridimensional son necesarias para la inducadn de la 
proteina "WAP". Segun 10s resultados presentados en esta tesis (figuras 23; 26 y 32), la 
regulacidn negativa de Hoxb -7 pareceria tener requerimientos en c o m h  con la 
inducadn de la expresidn de p- caseina y "WAP. 
Dado que las proteinas homedticas interadtian con el ADN regulando la 
expresidn de otros genes, resulta importante conocer cuAles son dichos genes "blanco". 
A h  se desconoce si las proteinas homedticas ejercen su aca6n sobre un pequeiio 
grupo de genes "maestros" que serian 10s disparadores de una cascada regulatoria o 
bien directamente modulan un gran n h e r o  de genes "housekeeping" o estrudurales. 
Existen datos experimentales que sugieren que las proteinas homedticas regulan la 
expresidn de otros genes homedticos y fadores de transcripci6n, proteinas de 
adhesidn celular o "CAMS", proteinas de interacadn cblula-matriz extracelular y 
tambibn fadores de crecimiento (Edelman and Jones, 1993; Care et al., 1996). Jones y 
colaboradores (1992,1993) describieron que Hoxc-6, Hoxb-8 y Hoxb-9 regulan la 
actividad del promotor de N-CAM en ensayos de cotransfeca6n de cblulas NIH 3T3. 
El "enhancer" del gen de L-CAM, una mol6cula de adhesidn celular de la familia de 
las cadherinas y especifica de higado, es modulado por la proteina homedtica HOXD9 
y HNF-1, una proteina perteneaente a la clase de proteinas homeoticas "pou" 
involucrada en la diferenaacidn hepiitica (Goomer et al., 1994). Evx-1 , una protina 
home6tica no perteneaente al complejo Hox, adiva el promotor del gen de atotactina 
o tenascina (Jones et al., 1992). Por otro lado, la sobreexpresidn de HOXD3 (HOX4A) 
altera las propiedades adhesivas de c6lulas de eritroleucemia humana (HEL), 
concomitantemente con un aumento en la expresi6n de la integrina a m 3  (Taniguchi 
et al., 1995). 
Recientemente, Colombo y colaboradores observaron que altos niveles de 
expresi6n de HOXB7 se correlacionan con altos niveles de expresi6n del factor biisico 
de crecimiento de fibroblastos (bFGF) en melanocitos epid6rmicos humanos en 
proliferacidn, mientras que 10s ARNm de ambos genes no se detectan en melanocitos 
d6nnicos quiescentes y sufren una severa regulaa6n negativa cuando cultivos 
primarios de melanocitos son arrestados en GO/ G1 del ciclo celular (Care et al., 1996). 
En el mismo trabajo demostraron que HOXB7 regula positivamente la actividad del 
promotor de bFGF. Por otra parte, datos obtenidos en el laboratorio de la Dra. Bissell 
demostraron que la expresi6n de varios fadores de crecimiento es regulada por el 
sustrato sobre el cud las c6lulas epiteliales mamarias son cultivadas. C6lulas 
cultivadas sobre pldstico expresan altos niveles de 10s fadores de creamiento 
transformante TGFf3-1 y TGFa Sustratos maleables como geles "flotantes" de coldgeno 
tip0 I o bien una membrana basal reconstituida (EHS) suprimen la expresi6n de 
TGFf3-1 (Streuli et al., 1993) mientras que tinicamente una membrana basal 
reconstituida, en condiciones nativas, es capaz de inhibir la expresi6n de TGFa (Chen 
and Bissell, 1989; Lin et al., 1995). A su vez, ambos fadores de crecimiento, TGFf3-1 y 
TGFa, inhiben la sintesis de proteinas de la leche en c6lulas epiteliales mamarias en 
cultivo, interhiendo con la diferenciacidn celular. 
Estos datos, junto con 10s descriptos por Colombo y colaboradores, penniten 
especular que 10s altos niveles de expresi6n de Hoxb-7 observados en celulas CID-9 y 
SCp2 en ausenaa de membrana basal (figura 23) podrian ejercer una aca6n 
estimulatoria sobre la expresidn de bFGF u otro fador de crecimiento, dando como 
resultado la perpetuaa6n de un fenotipo de tip0 proliferative; por el contrario, la 
regulacidn negativa de Hoxb-7 en presencia de EHS, inhibiria la expresidn de bFGF o 
del factor de crecimiento en cuesti6n generando asi condiciones permisivas para la 
diferenciacidn celular. Por otra parte, Neilson y colaboradores demostraron que el 
factor de crecimiento epidermal (EGF) estimula la expresi6n de Hoxb-7 en cultivos de 
celulas del epitelio tubular proximal murino (Wolf et al., 1991). Esto permitiria 
imaginar la situacidn inversa a la planteada anteriormente, en donde niveles elevados 
de factores de crecimiento presentes en celulas mamarias cultivadas en ausencia de 
matriz extracelular serfan 10s responsables de mantener una elevada expresi6n de 
Hoxb-7, mientras que la disminucidn de dichos factores en respuesta a una membrana 
basal inhibiria la expresi6n de dicho gen home6tico. 
Consistentemente con estas dos hip6tesis planteadas, es interesante mencionar el caso 
del gen decapentaplegic (dpp) de Drosaphila, el cud codifica para un miembro de la 
super familia de proteinas de TGF-f3 (Panganiban et al., 1990a). Hoffman y 
colaboradores (Panganiban et al.,1990b) demostraron que dpp regula la expresi6n de 
genes home6ticos durante la morfogCnesis del intestino medio. Ademds dpp estd 
directamente regulado por Ultrabithorax y Abdominal A, dos genes del complejo HOM 
de Drosophila (Reuter et al., 1990; Capovilla et al., 1994; Hursh et al., 1993). De esta 
manera, resulta posible suponer la existencia de una red regulatoria bi-direccional 
entre 10s fadores de crecimiento y 10s genes homedticos en la glhdula mamaria . En 
relacidn a esta hipbtesis, Daniel y colaboradores realizaron experimentos en 10s males 
aumentaron 10s niveles de TGFfJ1 en la glhdula mamaria de ratones hembra puberes 
mediante implantes locales y luego evaluaron el efedo sobre la expresidn de 10s genes 
home6ticos Hoxd-8; Hoxd-9; Hoxc-6 y Hoxa-1 (Y. Friedmann, 1995, tesis doctoral, 
Universidad de California, Santa Cruz. California- U.S.A). Ninguno de 10s genes 
mencionados mostr6 niveles de expresidn diferentes en las glhdulas tratadas en 
comparaci6n con glhdulas control. Por supuesto, quedarfa atin por establecer si la 
regulaci6n inversa existe y a1 mismo tiempo quC sucede con otros factores de 
crecimiento y otros genes homeoticos no estudiados por estos investigadores. 
Los datos presentados en la figura 20, nos permiten concluir que la expresidn 
de Hoxb-7 en la glhdula mamaria in vivo es regulada a lo largo de 10s distintos 
estadios de desarrollo de la misma. Se expresa mayoritariamente en estadio de 
glhdula virgen y en involucibn, mientras que 10s niveles de ARNm decrecen durante 
la prefiez y se vuelven prhcticamente indetectables durante la lactancia. Dado que la 
gldndula mamaria sufre una intensa remodelaci6n durante la involuddn, es razonable 
especular que Hoxb-7 podria desempeiiar alguna funcidn en el reestablecimiento de 
las ramificaciones ductales. Esta hip6tesis serfa consistente con la expresidn de este 
gen homedtico en las gldndulas de hembras virgenes. 
Los resultados obtenidos en cultivo, que indican que la expresi6n de Hoxb-7 es 
suprimida por la presencia de matriz extracelular del tip0 membrana basal, son 
consistentes con el fenotipo "lactante" adquirido por las cClulas bajo estas condiaones 
(Aggeler et al., 1991). Mds a h ,  la expresi6n de Hoxb-7 en cClulas plaqueadas sobre 
plhstico es consistente con el fenotipo "involutivo" de las mismas: celulas mamarias 
sobre plhstico sufren apoptosis (Boudreau et al., 1995), expresan poco o no expresan 
proteinas de la leche, expresan tenascina (Jones et al., 1995) y como se describe en este 
trabajo, expresan Hoxb-7. Debido a que cClulas mamarias sobre pldstico en presenaa 
de hormonas 1adogCnicas se asemejan a glhdulas de hembras virgenes o en estadios 
de involucidn, ya que expresan niveles elevados del gen Hoxb-7, es claro que las 
hormonas por si solas no son las responsables de la regulaci6n observada de este gen. 
Mhs a h ,  el tratamiento de cClulas SCp2 sobre plhstico con distintas combinaciones de 
hormonas (insulina; insulina + prolactina; insulina + hidrocortisona; insulina + 
hidrocortisona + proladina) no produjo diferenaas signhcativas en 10s niveles de 
expresidn del gen Hoxb-7 (datos no mostrados). 
En relacidn a una posible aca6n regulatoria hormonal sobre 10s genes homedticos 
resulta interesante mencionar 10s datos aportados por Friedmann y colaboradores 
(1994; 1996) quienes describieron que hormonas esteroideas ovtkicas regulan 
negativamente la expresidn del gen Hoxc-6 y por otro lado, el estrdgeno en particular 
ejerce una accidn positiva sobre la expresidn del gen homedtico Msx-2 en la gliindula 
mamaria murina. 
El hecho de que la glhdula mamaria de hembras virgenes exprese Hoxb-7, a 
pesar de que se encuentra rodeada por una membrana basal claramente distinguible, 
indica una diferenaa en la composicidn y estructura de la matriz extracelular y/ o la 
presencia de otros reguladores existentes en el miaoambiente de la glhdula de 
ratones hembra virgenes en comparacidn con la glrindula de lactantes . 
Dos transcriptos diferentes del gen Hoxb-7 (1,6 y 1,4 kb respedivamente) heron 
detedados en c6lulas CID-9 y SCp2 en cultivo, mientras que sdlo uno de ellos (1,6 kb) 
se observd en tejido mamario. El fendmeno de "splicing" o procesamiento alternativo 
h e  descripto ya para diversos genes homedticos incluidos muchos pertenecientes al 
complejo Hox (Ldpez, 1995). El gen Hoxb-7 murino contiene un iinico intr6n de 
aproximadamente 2,2 kb (Meijlink et al., 1987), por lo tanto es posible suponer que 10s 
diferentes transcriptos se originen por una iniciacidn en promotores alternativos o 
bien por sitios alternativos de poliadenilacidn. Si bien la expresidn de diferentes 
transcriptos correspondientes al gen Hoxb-7 fue observada ya por otros investigadores 
en fibroblastos muinos, h e a s  celulares hematopoyeticas humanas (Kongsuwan et 
al.,1988), en riiion de ratdn adulto (Meijlinket al.,1987), etc., la presencia en celulas 
mamarias en cultivo de una isoforma que no se detecta en la glhdula in vivo es 
llamativa y es por ello que resultaria interesante ahondar en su investigaadn con el 
propdsito de entender su significado bioldgico asi como tambien 10s mecanismos 
moleculares que regulan la expresidn de ambas especies de ARN mensajeros. 
Los ensayos de Northern blot realizados a partir de muestras de ARN total de 
glhdula mamaria no nos permitieron detectar la expresidn de Horn-1 en ningiin 
estadio del desarrollo de la misma. La falta de expresi6n de este gen en tejido 
mamario normal ha sido tambien descripta por Friedmann y colaboradores (1994). 
Estos investigadores tambien mostraron la ausenda de ARNm de dicho gen en 
n6dulos hiperpldsicos mamarios premalignos (HANS) en oposici6n a una expresi6n 
elevada en adenocarcinomas mamarios surgidos espontheamente del transplante 
consecutivo de dichos n6dulos. De esta manera, la expresi6n de Horn-I en cultivos 
de celulas "funcionalmente normales", tal como se describe en esta tesis, es 
sorprendente y sugeriria que bajo estas circunstancias aertas mol4culas regulatorias 
supresoras de la expresi6n de dicho gen estarian ausentes. Por otra parte, tambien 
analizamos algunas hiperplasias severas y diversos tipos de tumores mamarios, todos 
originados como se detall6 anteriormente en ratones hembra transgbnicos para el gen 
SL-1 y encontramos que s61o una muestra, correspondiente a un adenocarcinoma 
mamario, result6 ser positiva para la expresi6n de Hoxa-1. Sabemos que celulas 
(TCL1) provenientes de dicho adenocarcinoma son altamente invasivas (Lochter et al., 
1997) per0 no conocemos el comportamiento de 10s otros tumores estudiados ni de 
aquellos estudiados por Friedrnann y colaboradores. De esta manera atin queda por 
investigar la existenaa de una posible correlaa6n entre la expresi6n de Hoxa-1 y un 
fenotipo tumoral invasivo. 
El hecho de que c6lulas epiteliales en cultivo tambibn expresen Hoxa-1 cuando 
el epitelio normal mamario no lo hace in vivo podria correlaaonarse con el 
microambiente "anormal" o no fisiol6gico que representa el pldstico de cultivo para 
dichas celulas. Por otra parte, estos resultados indican que la expresi6n de Hoxa-I no 
estd restringida exclusivamente a un fenotipo malign0 ya que celulas SCp2 no 
desarrollan tumores cuando son inyedadas en ratones atimicos "nude" (Gallosy, 
Desprez and Bissell, comunicaaon personal) y sin embargo expresan Hoxa-I en ciertas 
condiaones de cultivo. Como se describi6 anteriormente, estas celulas regulan 
negativamente la expresi6n de este gen frente a un cambio en la morfologia celular ya 
sea mediado por la presenaa de material de membrana basal o bien producido por 
medios mecdnicos o artificiales al plaquear la celulas sobre un sustrato anti-adhesive. 
Esta expresi6n regulada contrasta con la falta de regulacidn que observamos en 
celulas tumorales TCL-1 cultivadas en estas mismas condiciones. De esta manera, 
podrfa ocurrir que la perdida de regulad6n del gen home6tico Hom-I, mediada por 
seiiales provenientes de la matriz extracelular en el caso de celulas mamarias 
funcionales, estaria asociada con un fenotipo maligno. Si bien esta posibilidad aiin 
necesita ser estudiada en mayor profundidad, la idea es consistente con el hecho de 
que cblulas tumorales mamarias hurnanas y cultivos celulares primarios estableados a 
partir de biopsias de tumores mamarios muestran una respuesta anormal al agregado 
de matriz extracelular ex6gena (Petersen et al., 1992; Howlett et al., 1995). 
PERSPECTIVAS 
Sin duda, atin quedan por responder muchos interrogantes, sobre todo 
aquellos relacionados con la funa6n especifica de 10s genes Hoxa-1 y Hoxb-7 en el 
desarrollo y diferenciaabn de la gliindula mamaria como asi tambibn en procesos 
tumorig6nicos. La gran cantidad de genes home6ticos existentes hace suponer que 
muchos otros, no s61o aquellos cuya expresion se estudi6 en este trabajo, podn'an 
expresarse y cumplir un papel importante en el tejido mamario. 
Adualmente se estdn llevando a cab0 experimentos de transfecci6n de las 
diferentes h e a s  celulares con el objetivo de sobreexpresar 10s genes estudiados en 
condiciones de cultivo en las que normalmente se encontrm'an reprimidos, o bien 
inhibir la expresi6n de 10s mismos mediante ARNs antisentido en condiaones de 
cultivo en las cuales la expresi6n es elevada. Se estudiara iniaalmente si existe alguna 
diferencia a lo largo del proceso de diferenciaci6n morfol6gica y funaonal de las 
cklulas transfedadas con construcciones que expresan ARNs "sentido" y "antisentido" 
de 10s genes Horn-1 y Hoxb-7 comparadas contra cklulas transfedadas con "vedores 
vacios", sometidas en ambos casos a la influencia de una membrana basal exogena y 
hormonas ladogknicas. Se estudiarh parhetros morfol6gicos y tambikn la expresion 
de diferentes marcadores moleculares. Por otra parte, se evaluara si la sobreepresi6n 
del gen Horn-1 ejerce algtin efedo "transformante" sobre celulas de la linea SCp2, las 
cuales bajo condiciones normales son incapaces de crecer en agar blando, no 
atraviesan matriz extracelular en ensayos de invasion y no desarrollan tumores 
cuando son inyedadas en ratones atimicos "nude". 
El desarrollo de anticuerpos contra el product0 del gen Hoxb-7 raton, tal como 
se describe en Materiales y Mktodos (secci6n II.10), permitird estudiar su regulacicin a 
nivel proteico tanto a lo largo del desarrollo de la gliindula mamaria in vim, como asi 
tambikn durante la diferenciacion de cklulas mamarias en dt ivo.  Se podrh realizar 
detecciones inmunohistoquimicas las cuales permiten la detecci6n simulthea de gran 
variedad de antigenos y a su vez presentan menor complejidad y variabilidad que la 
tkcnica de hibridacion in situ. 
La disponibilidad de lineas celulares mamarias funcionales y la existencia de 
diferencias en la modulaci6n de genes homedticos tales como 10s estudiados en esta 
tesis podrd ser utilizado para investigar mds profundamente la naturaleza de las vias 
regulatorias tanto "upstream" como "downstream" de 10s genes Hox , constituyendo 
una herramienta adicional importante para la genktica de organismos superiores. 
And the end of all our exploring 
Will be to arrive where we started 
And know the place for the first time 
T.S. Eliot (1942) 

- Se detect6 la expresi6n de 5 genes Hox en c6lulas mamarias murinas. Estos son: 
Horn-1; Hoxa-5; Hoxb-7; Hoxb-8 y Hoxb-9. 
* E e 6 n  y regulad6n dc Hum-1 y Hmb-7 heron estudiadas en diversas heas 
celdams d a s  sometidas a diferentes con did one?^ de cultivo y tambidn 
durante el prooeso de diferenuaci6n de la ghdula mamaria murina, 
establ&&ndose patro~es de expmi6n caractetbticos para cada gen. 
El gen Hoxb-7 presenta una expresi6n mds elevada en el tejido mamario de 
hembras virgenes y en estadios de involuci6nf mientras que 10s niveles 
disminuyen considerablemente durante la preiiez y la lactancia. La expresidn del 
mismo se eneuentra localizada preferentemente en el componente epitelial de esta 
ghdula. 
No se detect6 expresi6n del gen Hoxa-1 en ninm estadio del desarrollo normal 
de la glrindula mamaria pero pudo detedarse en un adenocarcinoma mamario 
metastdsico. 
Hoxn-1 y Hoxb-7 se exp'esn en cC1ulas epiteliales msunarias " M o n a l s "  cuando 
has &mas son dtivadas sobre plhtico y son regulados negativamente cuando 
estas &Idas son dtivadas sobre una membrana basal reconstituida. 
Cambios en la morfologia celular, ocasionados mediante el cultivo de las dlulas 
sobre el sustrato anti-adhesivo "poliHEMA", son sufiaentes para inhibir la 
expresi6n del gen Hoxa-1 en celulas epiteliales marnarias "funcionales". Esta 
condici6n de cultivo no tiene ningtin efedo sobre la expresidn del gen Hoxb-7. 
La expresi6n del gen Hoxb-7 es inhibida mediante el uso de membrana basal como 
sustrato o bien disuelta en el medio de d t ivo  y agregada a cblulas previarnente 
plaqueadas sobre plastico. 
En &Idas  manmias tmnorda, la expk6n  de Hoxb-7 es casi indetectable p r  
tcbicas de Northem blot y la expresi6n de Hoxa-I , a diferencIa de lo que oame 
en las d1Ulas funcionidmente normalesf no es W i d a  ni por membrana basal ni 
por mndiciones de cdtivo que alteran la citoesbuctura. 
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